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La obtención de estimaciones precisas del número de individuos es crucial para un 
manejo adecuado de las poblaciones de animales silvestres. Sin embargo, la obtención de 
estimaciones fiables, y en particular en el caso de ciertas especies de aves, no es tarea fácil. 
El urogallo (Tetrao urogallus) y el lagópodo alpino (Lagopus muta), son dos especies de 
tetraónidos que se quedaron aisladas en los macizos montañosos del sur de Europa después 
de las ultimas glaciaciones. En los últimos años pocos son los trabajos desarrollados para 
evaluar la eficiencia y la exactitud de las metodologías empleadas para la estimación 
poblacional de estas aves. En esta tesis el principal objetivo ha sido evaluar las metodologías 
disponibles para estimar el número de los individuos de estas especies, y proponer métodos 
de estimación alternativos y más precisos. 
En el urogallo, se compararon el número de machos detectados a partir de recuentos de 
cantos desde un escondite, método tradicional de seguimiento para esta ave, con el número 
de individuos detectados a partir de un muestreo no invasivo (heces) y análisis genéticos. Los 
recuentos de cantos tienden a subestimar el número de machos de un cantadero, por lo que 
el método basado en el genotipado de las heces puede ser una buena alternativa para la 
monitorización de poblaciones de esta especie. Por otro lado, a partir de una secuenciación 
a baja cobertura del genoma de T. u. aquitanicus se ensambló y describió el genoma 
mitocondrial de esta subespecie de urogallo endémica de los Pirineos. El genoma 
mitocondrial del urogallo es similar en tamaño y en organización a los genomas 
mitocondriales descritos en otras especies de galliformes. Además, con los análisis 
filogenéticos realizados usando el genoma mitocondrial se confirmó la filogenia establecida 
para este Orden de aves. 
En el lagópodo alpino, a partir una misma base de datos de conteos de los machos de esta 
especie desde puntos fijos (Point-count), se calcularon las densidades con dos metodologías 
diferentes: Plot Sampling (muestreo por parcelas) y Distance Sampling (muestreo por 
distancias). Demostrándose que Distance Sampling es una mejor metodología que Plot 
Sampling para estimar las densidades de esta especie a partir de Point-counts, proporcionado 
densidades más elevadas y más precisas. Además, en tres zonas de estudio, se compararon 
las densidades obtenidas mediante Point-count y Distance Sampling, y mediante un 
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muestreo no invasivo (heces) y análisis genéticos. Los muestreos no invasivos y análisis 
genéticos pueden ser una buena herramienta para estimar el número de individuos de las 
poblaciones de lagópodo alpino. Finalmente, se estimó la proporción de sexos de esta 
especie con dos aproximaciones diferentes: a partir de los datos de los muestreos no 
invasivos y análisis genéticos, y mediante las estadísticas de caza. Mediante los muestreos 
no invasivos se obtuvo una proporción de sexos equilibrada, además se confirmó que los 
parámetros estimados a partir de las estadísticas de caza pueden estar sesgados debido a 
factores intrínsecos o extrínsecos. 
De forma general, la metodología basada en muestreos no invasivos y análisis genéticos 
desarrollada en esta tesis permite estimar de forma más precisa y con menos sesgos los 
parámetros demográficos (número de individuos y proporción de sexos) que las 
metodologías empleadas tradicionalmente (recuentos de cantos y análisis de estadísticas de 
caza). Además, esta metodología puede ser una buena alternativa a los conteos tradicionales, 
ya que permite obtener más información, con un coste similar, y causando menos 
perturbaciones a los individuos de estas especies.  
Palabras clave: Estima del número de individuos, Genoma mitocondrial, Lagópodo alpino, 
Muestreo no invasivo y análisis genéticos, Muestreo por parcelas, Muestreo por distancias 
Pirineos, Proporción de sexos, Urogallo, 
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Obtaining accurate estimates of the abundance of individuals is crucial for proper 
management of wildlife populations. However, obtaining reliable estimates, particularly of 
bird species, is not a simple task. The western capercaillie (Tetrao urogallus) and the rock 
ptarmigan (Lagopus muta) are two tetraonid species that were isolated in the southern 
European mountain ranges after the last glaciations. During the last years, few studies have 
been carried out to evaluate the efficiency and accuracy of the methodologies used to 
estimate population size of these birds. The main objective of this study was to evaluate the 
available methodologies to estimate the abundance of individuals of these species, and to 
propose alternative and more precise estimation methods. 
Regarding the western capercaillie, the number of males detected from singing counts, the 
traditional monitoring method for this bird, was compared with the number of individuals 
detected from non-invasive sampling (faeces) and genetic analysis. Since singing counts tend 
to underestimate the number of males in a lek, the method based on non-invasive sampling 
and genetic analysis can become a good alternative for monitoring this species. Moreover, 
from a low-coverage sequencing of the genome of T. u. aquitanicus, the mitochondrial 
genome of this subspecies of capercaillie endemic to the Pyrenees was assembled and 
described. The mitochondrial genome of the western capercaillie was similar in size and 
organization to the mitochondrial genomes described for other Galliformes species. 
Furthermore, with the phylogenetic analyses performed using the mitogenome, the 
phylogeny established for this Order of birds was confirmed. 
For rock ptarmigan, using the same database of Point-counts of the singing males, densities 
were calculated with two different methodologies: Plot Sampling and Distance Sampling. 
Proving that Distance Sampling is more reliable methodology than Plot Sampling for 
estimating the densities of this species from singing males Point-counts, providing higher and 
more precise densities. In addition, in three study areas, densities obtained from Point-
counts and Distance Sampling, and by non-invasive sampling (faeces) and genetic analysis 
were compared. Non-invasive sampling and genetic analysis can become a good tool for 
monitoring the abundance of rock ptarmigan populations. Finally, the sex ratio of this species 
was estimated with two different approaches, using data from non-invasive sampling and 
Abstract. 
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genetic analysis, and using the hunting bag data. Data obtained from non-invasive sampling 
allowed us to obtain a balanced sex ratio of adult rock ptarmigan; moreover, results obtained 
from the hunting bag data may be biased due to intrinsic or extrinsic factors. 
In general, the non-invasive sampling and genetic analysis methodology developed in this 
study allows to estimate more precisely and with less bias the demographic parameters 
(number of specimens and sex ratio) than the traditionally employed methodologies (song 
counts, hunting bag data). In addition, this methodology can be a good alternative to 
traditional counts, since they allow to obtain more information, with a similar cost, and 
producing less disturbance to the specimens of these species.  
Keywords: Abundance Estimate, Distance Sampling, Mitochondrial Genome, Non-invasive 











1.1. Especies objeto de estudio. 
El Orden de las Galliformes contiene alrededor de 290 especies de aves, de las cuales 
aproximadamente el 10 % están catalogadas como en peligro (EN) o en peligro crítico de 
extinción (CR) (del Hoyo et al. 1994; Hosner et al. 2016; IUCN 2019). Tradicionalmente este 
Orden estaba dividido en siete familias: Megapodiidae, Cracidae, Odontophoridae, Numidae, 
Phasianidae, Meleagridae y Tetraonidae (del Hoyo et al. 1994). Recientemente se ha 
propuesto que incluya solo cinco familias, con Meleagridae y Tetraonidae como subfamilias 
de la familia Phasianidae (Wang et al. 2013). La familia Phasianidae cuenta con más de 150 
especies, distribuidas por todo el mundo (Johnsgard 1986; Fuller y Garson 2000; Fuller et al. 
2000). El urogallo, Tetrao urogallus (Linnaeus, 1758), y el lagópodo alpino, Lagopus muta 
(Montin, 1781), son dos especies de tetraónidos distribuidas exclusivamente en el hemisferio 
norte y ligadas a ambientes fríos: pasan el invierno en hábitats septentrionales o montañosos 
sin migrar (Watson y Moss 2008). Ambas especies poseen características anatómicas y 
fisiológicas que les permiten soportar las bajas temperaturas y las condiciones extremas de 
los ambientes en los que habitan. Como muchos tetraónidos tienen las plumas desdobladas 
con un plumón, llamado hyporachis, que les confiere un mayor aislamiento térmico, además 
el plumaje de invierno es más denso y con plumas más largas (Coutuier 1964; Couturier y 
Couturier 1980; Watson y Moss 2008; Nord y Folkow 2018). Con este mismo fin, ambas 
especies tienen los tarsos y las fosas nasales emplumadas evitando de esta manera la pérdida 
de calor (Nord y Folkow 2018). Además, en invierno para tener una mayor superficie de 
pisada el lagópodo alpino tiene los dedos emplumados y el urogallo con escamas actuando 
como raquetas de nieve que les permiten poder andar por la nieve fresca sin hundirse 
(Drovetski 1992; Watson y Moss 2008). 
A continuación, describiremos los aspectos principales de estas dos aves, prestando especial 
atención al área de distribución, a los aspectos morfológicos y al comportamiento 
reproductivo, dado que estas aves cripticas van a cantar y exhibirse durante el cortejo, y es 





El urogallo es el ave de caza más grande de los bosques boreales y montanos del 
Paleártico Occidental, y es considerada como especie paraguas en los bosques boreales, dado 
que su presencia es un indicador de elevada biodiversidad (Suter et al. 2002; Pakkala et al. 
2003). Es la especie mejor conocida y con la mayor distribución del género Tetrao, estando 
ampliamente distribuida en toda Eurasia. Está presente de forma continua en las partes 
orientales y septentrionales de Europa y Asia, desde Siberia hasta Fenoescandinavia y 
Bielorrusia (Storch 2000; Duriez et al. 2007; Storch 2007). Las poblaciones de Europa Central 
y Occidental están más fragmentadas y restringidas a cadenas montañosas aisladas como los 
Pirineos (Francia, Andorra y España) y la Cordillera Cantábrica (España) (de Juana 1994; 
Storch 2000). Estas poblaciones ocupan el límite meridional de su área de distribución 
(Hampe y Petit 2005; Segelbacher y Piertney 2007). En estas cordilleras se encuentran dos 
subespecies endémicas: T. urogallus aquitanicus (Ingram 1915) en los Pirineos y T. urogallus 
cantabricus (Castroviejo 1967) en la Cordillera Cantábrica. Ambas subespecies están bien 
diferenciadas, tanto morfológica como molecularmente, en comparación con el resto de las 
poblaciones de urogallos del este de Europa (Castroviejo 1975; Couturier y Couturier 1980; 
Duriez et al. 2007; Segelbacher y Piertney 2007; Homel et al. 2019). 
En este trabajo nos vamos a centrar en la subespecie pirenaica T. urogallus aquitanicus. En 
los Pirineos encontramos el urogallo en los tres países de la cordillera: Francia, Andorra y 
España. En la vertiente francesa está presente de manera continua desde el macizo del 
Canigó al Este (departamento de los Pirineos Orientales), hasta el valle de Larrau al Oeste 
(departamento de los Pirineos Atlánticos) con un área de distribución de 5835 km2 (Couturier 
y Couturier 1980; Ménoni 2006). En Andorra el urogallo está presente en la mayoría de los 
bosques de coníferas del Principado en aproximadamente 166 km2 (32 % del territorio). La 
población andorrana se encuentra relativamente bien conectada con su vecina española 
mientras que permanece aislada de la francesa debido a la altitud de las cumbres de la 
frontera con Francia (punto más bajo, 2260 m) (Mossoll-Torres 2006; Mossoll-Torres y 
Ménoni 2008). En el Pirineo español, la distribución de la especie es más discontinua y forma 




(provincia de Gerona) hasta el valle de Cinca (provincia de Huesca), y otro, más pequeño, en 
la zona fronteriza entre el extremo noreste de Navarra y la provincia de Huesca. Para ambos 
núcleos, se estima un área de distribución de 5700 km2 (Canut et al. 2004a; 2004b; Ballesteros 
et al. 2006). En conjunto, las áreas de distribución francesa, andorrana y española 
referenciadas anteriormente suman un total de 11701 km2, superficie ligeramente inferior a 
la estimada para el conjunto de los Pirineos por Ménoni et al. (2004) (Fig. 1).  
El urogallo es una especie ligada a los bosques boreales que, a lo largo de su área de 
distribución, presenta una gran plasticidad con respecto a los tipos de bosque en los que 
habita (Storch 2007). La localización geográfica y la orografía del macizo pirenaico permiten 
que éste reciba tanto la influencia atlántica como la mediterránea y que sus bosques sean 
muy variables (Duriez et al. 2007). Así la vertiente francesa tiene un clima más húmedo, 
marcado por la influencia atlántica, mientras que la vertiente española tiene un clima 
relativamente seco, marcado por la influencia mediterránea (López-Moreno y Vicente-
Serrano 2007). Estas características, hacen que haya una marcada diferencia entre los 
bosques de la vertiente norte del Pirineo y los de la vertiente sur. Podemos describir un 
gradiente en las especies vegetales que forman los bosques de Noroeste a Sureste: i) bosques 
de hayedos puros (Fagus sylvatica), ii) hayedos mixtos con abetos (Abies alba), iii) bosques 
de pino negro (Pinus mugo uncinata), y iv) bosques de pino silvestre (Pinus silvestris), en la 
Figura 1. Área de distribución del urogallo (Tetrao urogallus aquitanicus) en el Pirineo (en verde), según: Canut et 
al. (2004a; 2004b), Ménoni et al. (2004), Ballesteros et al. (2006), Ménoni (2006), Mossoll-Torres (2006), Mossoll-




parte más mediterránea (Ménoni et al. 2004). El urogallo está presente en todos estos tipos 
de bosque, desde los 900 m hasta los 2400 m de altitud (Ménoni 1997; Mossoll-Torres y 
Ménoni 2008). La estructura abierta de los bosques y la presencia de un estrato arbustivo 
con arándano (Vaccinium myrtillus) y otros arbustos ericáceos como el rododendro 
(Rodhodendron ferroginosus) que le proporcionan cobijo y protección también son 
primordiales para esta especie (Ménoni 1991; Storch 2007). Las especies de coníferas, como 
los abetos o los pinos también son especies clave para el urogallo. En los Pirineos estas 
plantas constituyen su principal alimento en invierno, época durante la cual el ave limita al 
máximo sus movimientos para evitar gastos de energía innecesarios y consume hasta 500 g 
al día de estos alimentos poco calóricos (Gjerde y Wegge 1987; Sachot et al. 2002; Odden et 
al. 2003; Mossoll-Torres 2011). 
El urogallo es el ave más grande de su género (del Hoyo et al. 1994) pudiendo alcanzar los 
machos más grandes de la subespecie T. urogallus major del centro de Francia los 8 kg 
(Couturier y Couturier 1980; Ménoni 1991). La subespecie pirenaica es ligeramente más 
pequeña que sus vecinas de la Cordillera Cantábrica, del centro de Francia o de los Alpes 
(Castroviejo 1975; Couturier y Couturier 1980).  
Los machos de urogallo, también llamados gallos, tienen un peso medio en los Pirineos de 
alrededor de los 3,5 kg, aunque los machos más grades pueden llegar excepcionalmente a 
los 5 kg, y tienen una envergadura media de alrededor de 120 cm (Castroviejo 1975; 
Couturier y Couturier 1980). Presentan un plumaje dominado por el negro pizarra con 
reflejos metálicos azulados y verdosos en el cuello y el abdomen, las alas son marrones con 
reflejos rojizos con una mancha blanca en la base (Fig. 2). En época de celo, durante los 
cortejos los machos exhiben la cola, desplegándola en forma de abanico. Ésta es negra, 
moteada de manchas blancas, con un patrón característico a cada individuo que puede ser 
usado para diferenciarlos en una misma zona (Leclercq 1988). El pico en forma de gancho es 
robusto de color blanco hueso, en la barbilla poseen una barba negra que erizan durante el 
canto. Por encima de los ojos poseen una ceja verrugosa roja llamada carúncula, que en 
época de celo aumenta de volumen en función de la actividad endocrina del individuo 




soy muy diferentes a los machos, siendo un 40 % más pequeñas, con un peso medio en los 
Pirineos de alrededor de los 1,5 kg, pudiendo llegar a los 2 kg, con una envergadura media 
de unos 90 cm (Castroviejo 1975; Couturier y Couturier 1980). Tienen un plumaje de un color 
pardo, barrado y moteado, que es más rojizo en la parte delantera del cuello y el pecho. 
Como en muchas otras especies de aves, las hembras de urogallo son menos conspicuas que 
los machos lo que les permite camuflarse y pasar desapercibidas (Castroviejo 1975; Couturier 
y Couturier 1980) (Fig. 2). 
Los tetraónidos se encuentran entre las aves que tienen una organización social y un 
comportamiento reproductivo más impresionantes (Couturier 1964; Wiley 1974). Muchas de 
ellas son polígamas y los machos se organizan en cantaderos o leks para defender sus 
territorios, cantar y aparearse (Castroviejo 1975; Couturier y Couturier 1980; Johnsgard 
1986; Watson y Moss 2008; Cayuela et al. 2019). Los cantaderos son los sitios de 
apareamiento, son territorios de exhibición y de canto de los machos, donde van a 
interactuar entre ellos para defender sus territorios, y establecer una jerarquía, con el fin de 
atraer a las hembras y emparejarse (Couturier 1964; Wiley 1974; Elianssen y Wegge 2007; 
Watson y Moss 2008; Wegge et al. 2013; Cayuela et al. 2019). Solo los machos de más de dos 
años participan en la reproducción y es generalmente el macho dominante del cantadero el 
que cubre la mayoría de las hembras (Wegge y Larsen 1987). Los machos de menos de dos 
años no participan a la reproducción y establecen territorios periféricos pudiendo visitar 
varios cantaderos (Wegge et al. 2013; Mollet et al. 2015). Una característica importante del 
Figura 2. Fotografía de una hembra (izquierda) y de un macho de urogallo (derecha) durante la época de celo, al 




urogallo pirenaico, así como del cantábrico, es que sus cantaderos son relativamente 
pequeños, variando entre 10-15 ha hasta 30 ha en algunos casos, en comparación con los 
cantaderos de Rusia, Finlandia o Noruega que pueden llegar a las 100 ha (Castroviejo 1975; 
Couturier y Couturier 1980; Catusse y Novoa 1993; Ménoni 1997). En los Pirineos, los 
cantaderos están distribuidos de forma regular a unas distancias de entre 1500 y 2000 m 
(Ménoni 1991; Mossoll-Torres y Ménoni 2008). La localización de los cantaderos es la misma 
de un año a otro (aunque puede haber pequeñas variaciones), en los Pirineos su localización 
está relaciona con la proximidad de los territorios de nidificación de las hembras que, en esta 
especie polígama, son las que se encargan de criar los pollos (Ménoni 1991; Ménoni 1997; 
Wegge et al. 2010). 
El Lagópodo alpino. 
El lagópodo alpino (Lagopus muta) está presente exclusivamente en el hemisferio 
norte donde tiene una distribución circumpolar, distribuyéndose a través de la tundra ártica 
y alpina de Norteamérica y del norte de Eurasia, lo que hace que sea el ave con la distribución 
más amplia de su género (Storch 2007; Watson y Moss 2008). Las poblaciones más 
septentrionales se encuentran en el norte de Groenlandia, y las más meridionales en los 
Pirineos, en Bulgaria, en las montañas del Pamir (Tayikistán) y en Japón (Storch 2000; 2007). 
La población pirenaica de lagópodo alpino es una reliquia glaciar de las poblaciones que se 
refugiaron en este macizo tras el aumento de las temperaturas y el retroceso de los glaciares 
que cubrían Europa durante el Cuaternario (Taberlet et al. 1998; Caizergues et al. 2003). Por 
este motivo esta especie es un excelente indicador para monitorear los cambios ambientales 
(Martin 2001; Bech et al. 2013). En los Pirineos encontramos a la subespecie Lagopus muta 
pirenaica (Hartet 1921), endémica de este macizo, y que presenta una diferenciación 
genética clara con respecto a las poblaciones de los Alpes o de Noruega (Caizerges et al. 
2003). 
En los Pirineos el lagópodo alpino está presente en los tres países de la cordillera, Francia, 
Andorra y España (Marty y Mossoll-Torres 2012). Se localiza en altitudes superiores a los 
1800 m, presentando una distribución relativamente continua por la línea fronteriza Francia-




Sin embargo, en los extremos oriental y occidental de los Pirineos encontramos diferentes 
núcleos poblacionales aislados. Al Este encontramos uno aislado por el valle del Segre, que 
separa el Macizo del Canigó del resto del Pirineo (Novoa y Gonzalez 1988; Gonzalez y Novoa 
1989; Bech 2010; Bech et al. 2013). El resto de la población se extiende al Oeste de este valle 
de manera casi continua hasta la parte alta del Valle de Aspe por la parte francesa y hasta el 
Macizo de Larra formando una serie de pequeños núcleos poblacionales aislados (Canut et 
al. 1987; Canut et al. 2004c) (Fig. 3). En consecuencia, la población total en ambas vertientes 
del Pirineo ocupa un área de 3330 km2 (Canut et al. 2004c). 
El lagópodo alpino vive por encima del límite superior de los bosques, hasta las más altas 
cumbres del macizo (Boudarel 1989; Canut et al. 2004c; Marty y Mossoll-Torres 2012). La 
altitud y la orientación son dos factores clave para caracterizar el hábitat de esta ave, ya que, 
por su origen ártico, tiende a seleccionar las altitudes más elevadas y las orientaciones más 
frías de las laderas de las montañas, buscando las condiciones climáticas que le son más 
favorables (Couturier 1964; Favaron et al. 2006; Nelli et al. 2013; Bisi et al. 2017). Por otra 
parte, se han detectado movimientos altitudinales de los individuos de esta especie en 
función de la época del año (Boudarel 1989; Favaron et al. 2006; Nelli et al. 2013). Así, en 
invierno, las altitudes en las que se encuentran suelen ser más bajas que durante el resto del 
año (Favaron et al. 2006). Es decir, se aprecia cómo los lagópodos descienden en altitud, 
buscando las zonas menos nevadas, donde es más fácil encontrar alimento y protección, 
Figura 3. Área de distribución del lagópodo alpino (Lagopus muta pyrenaica) en el Pirineo (en verde), según: Canut 





usando para ello el límite superior del bosque (Boudarel 1988; 1989). Su hábitat es por lo 
tanto de tipo alpino, mayormente dominado por las zonas rocosas (Favaron et al. 2006; Nelli 
et al. 2013; Bisi et al. 2017), tal y como indica su nombre común inglés: rock ptarmigan. Por 
lo tanto, su hábitat se caracteriza por una vegetación escasa con festucas (Festuca spp.), 
algunas leguminosas como el regaliz (Trifolium alpinum), así como algunos arbustos 
ericáceos, como el arándano (Vaccinium myrtillus o V. uliginosum), los rododendros y las 
azaleas (Loiseleuria procumbens) (Garcia-Gónzalez et al. 1987; Boudarel 1989; Favaron et al. 
2006; Nelli et al. 2013).  
El lagópodo alpino es una especie críptica muy discreta y difícil de observar puesto que se 
mimetiza perfectamente con su hábitat debido a un patrón de muda característico 
(Salomonsen 1939; Favaron et al. 2006; Pyle 2007; Pedersen et al. 2012). Los lagópodos 
alpinos mudan las plumas del cuerpo tres veces al año, dos mudas parciales en primavera y 
en verano, y una muda completa en otoño. Sin embargo, la muda de las alas se realiza solo 
una vez al año durante el verano (Pyle 2007). La muda completa del cuerpo en otoño hace 
que estas aves sean completamente blancas y que se mimeticen con el ambiente nevado 
durante el invierno (Salomonsen 1939) (Fig. 4). Las mudas parciales tienen lugar en primavera 
y verano, de manera que los lagópodos pasan progresivamente del blanco invernal a un color 
pardo-grisáceo muy críptico en verano, mimetizándose perfectamente con el ambiente 
estival de las zonas alpinas (Pyle 2007; Watson y Moss 2008) (Fig. 4). El plumaje blanco de 
invierno debe considerarse como el plumaje básico del lagópodo alpino, siendo las dos 
mudas parciales de primavera y verano presumiblemente adaptaciones a las estrategias de 




Este particular sistema de muda confiere a esta especie su mejor arma: el camuflaje. Además, 
los individuos también buscan las zonas que tienen un sustrato más cercano al color de su 
plumaje (Watson y Moss 2008) (p. ej. en primavera cuando la nieve se está derritiendo, y 
todavía no tiene el plumaje estival completo, tienen tendencia a agruparse en las manchas 
de nieve, y no en los espacios libre de nieve). Otra particularidad del lagópodo alpino es que 
su cola es siempre de color negro, independientemente de la época del año, habiéndose 
postulado que puede actuar a modo de señuelo en caso de ataque de una rapaz dirigiendo 
su atención hacia la zona menos vulnerable de su anatomía (Couturier 1964).  
El lagópodo alpino es un ave relativamente pequeña, con un dimorfismo sexual muy poco 
marcado (Wiley 1974). De hecho, en los Pirineos su peso es de 400-540 g para los machos y 
de 350-485 g para las hembras (Brenot et al. 2005), y su envergadura es de 63-65 cm en los 
machos y de 59-60,5 cm en las hembras (Couturier 1964). Aparte de esta ligera diferencia 
biométrica entre machos y hembras, es muy difícil determinar el sexo, pues a nivel de 
plumaje el lagópodo no presenta prácticamente ningún dimorfismo sexual, salvo una ligera 
banda negra a nivel de los ojos, que es más visible en los machos en el plumaje de invierno 
(Salomonsen 1939; Holder y Montgomerie 1993). Es en la época de celo cuando es más fácil 
distinguir ambos sexos, por su comportamiento y/o por la carúncula roja (ceja verrugosa) de 
los machos, que aumenta su volumen en función de la actividad hormonal, al igual que 
ocurría en los machos de urogallo (Watson y Moss 2008). 
Figura 4. Fases del plumaje del lagópodo alpino (de izquierda a derecha) blanco en invierno, intermedio en 




Las tres especies de lagópodos (Lagopus spp.), junto con el grévol común (Tetrastes bonasia), 
son las únicas cuatro especies de tetraónidos monógamas y que establecen parejas 
duraderas (Wiley 1974; Martin et al. 1995). Generalmente, la proporción de sexos de las aves 
monógamas está sesgada a favor de los machos (Wittenberger y Tilson 1980). En el lagópodo 
alpino, la proporción de sexos parece estar equilibrada, sin embargo, se han observado 
proporciones muy dispares en función de la época del año en la que se realiza el muestreo, 
como en invierno cuando las aves se agregan por sexos (Schwab et al. 2005). Además, los 
cálculos de la proporción de sexos pueden verse fácilmente afectados por la época del año, 
la metodología empleada y por sesgos durante la toma de los datos (Clutton-Brock 1986; 
Donald 2007). Así, en Escocia, en los adultos de esta especie, la proporción de sexos estimada 
mediante observaciones directas sobre varios años, puede variar y ser a favor de los machos 
(Watson 1965) o ser más equilibrada (Watson et al. 1998). En los Pirineos y los Alpes 
franceses un estudio de los individuos abatidos durante las temporadas de caza 1978 a 1995, 
concluye que esta especie tiene una proporción de sexos equilibrada (Ellison y Léonard 
1996). Sin embargo, en norma general las estimaciones de la proporción de sexos obtenidas 
mediante este enfoque no suelen ajustarse a la proporción real de la población, debido a que 
los cazadores tienden a disparar preferentemente a los machos (Donald 2007). En los 
Pirineos y en los Alpes, desde los trabajos de Ellison y Léonard (1996), no se han realizado 
otros estudios sobre la proporción de sexos del lagópodo alpino y se ha asumido una 
proporción equilibrada (Caizergues et al. 2003; Novoa et al. 2011).  
Por lo general, el comportamiento reproductor del lagópodo alpino pirenaico es comparable 
al que tiene la especie en otras zonas de su área de distribución (Alpes, Escocia, Canadá, etc.). 
En primavera, después de haber pasado el otoño y el invierno en bandadas, los lagópodos 
alpinos forman parejas estables y establecen sus territorios de reproducción distribuidos de 
forma uniforme en las laderas de las montañas (Wiley 1974; Bossert 1977; Boudarel 1987; 
Scherini et al. 2003; Favaron et al. 2006; Watson y Moss 2008). En zonas de los Alpes italianos 
se ha descrito que todas las hembras se aparean y se reproducen en su primer año (Scherini 
et al. 2003). Entre principios de mayo y mediados de junio, los machos van a realizar cantos 
territoriales para establecer y defender sus territorios, comunicarse y atraer a las hembras 




actividad de cantos, siendo las primeras horas del día cuando los machos de lagópodo alpino 
son más activos, y en concreto en los Pirineos la media hora que precede el amanecer (Marty 
y Mossoll-Torres 2012; Mossoll-torres y Marty 2012). Los cantos que realizan los lagópodos 
alpinos se pueden llegar a escuchar hasta 1 km de distancia (Favaron et al. 2006; Marty y 
Mossoll-Torres 2012), sin embargo, es muy difícil poder oírlos a partir de los 250 m (Marty y 
Mossoll-Torres 2012; Franceschi et al. 2014). 
1.2. Estatus y estado de conservación. 
A nivel mundial, tanto el urogallo como el lagópodo alpino están catalogados como 
preocupación menor (LC), ambos con una tendencia poblacional a la baja (IUCN 2019). Se 
estima que la población adulta mundial varía entre 3 y 5,5 millones de urogallos y entre 5 y 
25 millones de lagópodos alpinos (IUCN 2019). A nivel europeo, el urogallo está considerado 
como preocupación menor (LC) tanto en los 27 países de la Comunidad Europea como en 
todo el continente europeo; está citado en el los Anexos I, IIB y IIIB de la Directiva Aves y en 
el Apéndice III de la Convención de Berna (BirdLife International 2015). El lagópodo alpino 
está considerado vulnerable (VU) en los 27 países de la Comunidad Europea y casi 
amenazado (NT) en todo el continente europeo. La subespecie L. m. pirenaica esta citada en 
los Anexos I, IIA y IIIB de la Directiva Aves y en el Apéndice III de la Convención de Berna 
(BirdLife International 2015).  
Al ser los Pirineos una de las zonas más meridionales del área de distribución de estas dos 
aves, su estatus de conservación y de protección difieren de los estatus globales expuestos 
anteriormente, además también varían entre los tres Países que incluyen está cordillera.  En 
Francia, las dos especies son cinegéticas y el comité de la Unión Internacional para la 
Conservación de la Naturaleza de Francia (UICN France et al. 2016) considera al urogallo 
como vulnerable (VU) y al lagópodo alpino como casi amenazado (NT). La caza de los machos 
de urogallos está autorizada en los Pirineos, así como la de ambos sexos de lagópodo alpino 
tanto en los Alpes como en los Pirineos (Ménoni 2006; Storch 2007; FNC y ONCFS 2008). La 




caza corto (10 días); la caza no está autorizada en los espacios protegidos; número limitado 
de individuos cazados por cazador y día; los individuos cazados tienen que ser debidamente 
identificados y declarados (Storch 2007; FNC y ONCFS 2008). Además, la apertura de la 
temporada de caza se hace en función de éxito anual de la preproducción (FNC y ONCFS 
2008).  
En Andorra ambas especies gozan de protección desde el año 2001 (Llei 13/2012) y su caza 
está prohibida desde 1965 (Mossoll-Torres 2006). En España están totalmente protegidas y 
catalogadas como en peligro (EN) el urogallo pirenaico y vulnerable (VU) el lagópodo alpino 
(Ley 42/2007 y Real Decreto 139/2011).  
Los datos sobre la demografía de estas dos especies son escasos (Gée et al. 2018). En las 
Tablas 1 y 2 se pueden ver resumidos los datos recopilados sobre los efectivos de estas 
especies en los Pirineos durante el período 1970 - 2013 (urogallo) y 2002 - 2007 (lagópodo 
alpino).  
Por lo que se refiere a las tendencias de las poblaciones de urogallo, la población francesa 
muestra una tendencia negativa o estable (Canut et al. 2004a; Storch 2007). Las citas más 
recientes describen una cierta estabilidad en la tendencia del número de urogallos en el 
Pirineo francés (Ménoni et al. 2014; UICN France et al. 2016). En Andorra, Mossoll-Torres y 




datos de la Tabla 1 y asumiendo una proporción de sexos de 1:1, sería el único país donde 
los efectivos son relativamente estables desde el 2001 al 2008. En la vertiente española, los 
datos más recientes sugieren que la especie se encuentra en regresión (Canut et al. 2004a; 
Storch 2007; Gil et al. 2020). 
Las tendencias poblacionales del lagópodo alpino en el Pirineo francés son negativas según 
la UICN France et al. (2016), estando en riesgo de extinción el núcleo poblacional del Macizo 
del Canigó en el Este de los Pirineos (Novoa et al. 2011). En Andorra, se desconoce la 
tendencia poblacional de la especie (Storch 2007), pero es en la zona fronteriza entre el 
Principado de Andorra y la alta Ariège (395 km2) donde se dan las densidades poblacionales 
más elevadas (entre 9,06 y 10,7 machos/km2) de los Pirineos, e incluso de otras zonas del 
área de distribución de la especie (Canut et al. 2004c; Favaron et al. 2006; Zohmann y Wöss 
2008; Marty y Mossoll-Torres 2012; Mossoll-Torres y Marty 2012). En el Pirineo español la 
tendencia poblacional de la especie es globalmente estable, pero existen núcleos 
poblaciones que están en regresión (Canut et al. 2004c).  
Es difícil tener una idea clara y objetiva de las tendencias poblacionales de las dos especies, 
puesto que a medida que bajamos a escala regional o local, las estimaciones se basan en 
criterios menos objetivos (encuestas y en algunos casos solo recabando la opinión de 
expertos sin contar con datos de estimas poblacionales) (Charra y Sarasa 2018). Además, 
salvo en el Pirineo francés, donde se ha desarrollado un modelo de estimación global de los 
efectivos de urogallo (Ménoni et al. 2014), debido a la complejidad logística de realizar a gran 
escala este tipo de estimaciones no existen otras referencias de estimas poblacionales de 
todo el Pireneo (Canut et al. 2004a). Los estudios recogidos en las tablas anteriores presentan 
resultados dispares, puesto que se han realizado mediante diferentes métodos de campo y 
de estimación, por lo que, es difícil comparar y analizar con rigor los datos presentados. Así, 
en base a lo anteriormente expuesto queda claro que es necesaria la optimización y 
estandarización de los métodos utilizados para poder llevar a cabo estudios fiables y 




1.3. Metodologías de monitoreo de las poblaciones. 
Las primeras referencias sobre técnicas de monitoreo de las poblaciones de urogallos 
y de lagópodos alpino datan de los años sesenta del siglo pasado. Durante estos años en los 
países nórdicos se desarrollaron bastantes metodologías para estimar el número de urogallos 
basadas principalmente en muestreos por transectos (mediante desplazamientos andando, 
en moto de nieve e incluso en avioneta) (Couturier y Couturier 1980). Otra metodología 
desarrollada en Finlandia para estimar el número de individuos de esta especie, así como de 
otras especies de tetraónidos, son las batidas en línea (Rajala 1966). En este caso, los 
observadores se colocan a una distancia de unos 20 m entre ellos y a medida que avanzan 
cuentan los individuos de urogallos que levantan el vuelo (Rajala 1966; 1974).  
Fue también en la misma década cuando se realizaron las primeras estimas poblaciones de 
lagópodo alpino en el Parque Nacional de Cairngorms en el norte de Escocia (Watson 1965) 
o de lagópodo común (Lagopus lagopus) en la isla de Newfoudland en Canadá (Bergerud y
Mercer 1966). En ambos trabajos se compararon diferentes metodologías de estimación, 
como captura-marcaje-recaptura (índice de Lincoln-Petersen) con aves anilladas, conteos 
desde avionetas, transectos recorridos con o sin perros, etc. Estos estudios coincidían en que 
las escuchas de los cantos de los machos en primavera (época de celo) es la técnica más 
adaptada para estimar el número de individuos de lagópodos presentes en un área (Watson 
1965; Bergerud y Mercer 1966).  
Es importante señalar que las técnicas mencionadas anteriormente se llevaron a cabo en su 
mayor parte en zonas con poco relieve, por lo tanto, tuvieron que ser adaptadas para poder 
realizar los conteos de estas aves en zonas montañosas, como los Pirineos y los Alpes 
(Boudarel 1989). A continuación, veremos las diferentes técnicas que se emplean para 




Metodologías de estimación poblacional para el urogallo en los Pirineos. 
Se han llevado a cabo diferentes aproximaciones y metodologías para estimar los 
efectivos de urogallo en los Pirineos. Para estimar a escala del Pirineo francés el número de 
urogallos, en el año 1975 el “Office National de la Chasse” (ONC 1977) realizó una encuesta 
global a cazadores, guardas y agentes forestales. Con los resultados de esta encuesta se 
estimó que en 1975 había en el Pirineo francés alrededor de 5000 individuos de urogallos 
(machos y hembras). Sin embardo, Couturier y Couturier (1980) consideraron que este valor 
sobreestimaba el número “real” de individuos, que estaría alrededor de unos 2500 
individuos. En 1983 se publica un primer informe donde se describen los protocolos para 
estimar el número de urogallos (ONC 1983). En éste se diferencian los protocolos que 
permiten conocer la tendencia evolutiva a corto plazo (conteo de los machos en los 
cantaderos, etc.), y los que permiten estimar datos sobre la dinámica de las poblaciones 
(batidas en línea, etc.) (ONC 1983). Entre los métodos que sirven para estimar la tendencia 
evolutiva a corto plazo de las poblaciones de urogallo, el más empleado en Europa es el 
conteo de los machos en los cantaderos en primavera (ONC 1983; Catusse y Novoa 1983; 
Storch 2007). Así, en los Pirineos las estimaciones de las tendencias poblaciones se basan en 
los resultados obtenidos a partir de este tipo de conteos (Canut et al. 2006; Ménoni et al. 
2014). 
La metodología de conteo de los machos de urogallo en los cantaderos empleada 
actualmente en los Pirineos se basa en los trabajos de Catusse y Novoa (1983) y Leclerq 
(1987). Se lleva a cabo en primavera, momento en el que los machos adultos de urogallo van 
a agruparse en los contaderos para cantar y cortejar a las hembras (Catusse y Novoa 1983; 
Canut et al. 2006). Para realizar estos conteos, es imprescindible conocer con exactitud el 
emplazamiento de los cantaderos. También se recomienda realizar una prospección de la 
zona del cantadero para confirmar a partir de los indicios de presencia (excrementos, trazas 
sobre la nieve, plumas, etc.) el emplazamiento exacto, puesto que puede variar ligeramente 
de un año a otro (Lentner et al. 2018, Abrahams 2019). Este método consiste en realizar de 
madrugada un conteo de los machos de urogallo que se escuchan cantar y/o se ven desde 




de la especie (Catusse y Novoa 1983; ONC 1983). De esta forma los resultados que se 
obtienen son el número de machos y, si se pueden observar, también el de hembras 
diferentes presentes en cada cantadero. Canut et al. (2006) describen otra modalidad de esta 
metodología de conteo que llaman la “visita de madrugada”. Esta variante consiste en llegar 
de madrugada y realizar una aproximación a la zona del cantadero andando realizando 
paradas de escucha para determinar el número de machos presentes. Según estos autores, 
esta modalidad es más adecuada para cantaderos en los que solo hay uno o pocos 
ejemplares, o cuando se desconoce la ubicación exacta del cantadero (Canut et al. 2006). Sin 
embargo, esta segunda modalidad puede causar perturbaciones a los individuos si no se 
realiza correctamente. Por otro lado, no se han realizado estudios comparativos del número 
de machos detectados en un mismo cantadero a partir de cada modalidad (pernoctando en 
un escondite o visitándolo de madrugada).  
Este método de conteo solo permite estimar el número de machos de la población adulta, y 
tiende a subestimarlo (ONC 1983; Storch 2007). De hecho, los machos jóvenes de urogallo 
(menos dos años) no participan activamente en la reproducción (establecen territorios 
periféricos al cantadero y no suelen cantar) y por lo tanto no suelen ser detectados con este 
tipo de conteo (Storch 1997; Wegge et al. 2003; Mollet et al. 2015). Por otro lado, estos 
conteos tampoco permiten obtener información válida sobre el número de hembras en una 
zona (Canut et al. 2006). En esta época del año, las hembras tienen una estrategia que 
consiste en visitar los cantaderos en oleadas sucesivas lo cual hace que sea difícil tener una 
buena aproximación del número de hembras presentes en la población (Storch 1997; Wegge 
et al. 2005). Otra limitación que tiene este método de conteo es que los propios 
observadores, por muy experimentados y cautelosos que sean, pueden afectar 
involuntariamente sobre la actividad del canto, y por lo tanto en los resultados (Abrahams 
2019). Sin embargo, este método es el más empleado para estimar el número de machos de 
urogallo en los cantaderos tanto en los Pirineos (ONC 1983; Catusse y Novoa 1983; Canut et 
al. 2006) como fuera de ellos (Haysom 2013; Montadert 2013; Abraham y Denny 2018; 
Abraham 2019). El comportamiento tan espectacular de esta ave en el momento del celo 




los conteos, puede ser la razón por la que, aunque presentando ciertas limitaciones, este 
método sea tan utilizado. 
En la vertiente francesa del Pirineo desde 2010 se ha puesto en marcha un modelo de 
predicción basado en la estadística bayesiana, aplicando el método de Markov Chain Monte 
Carlo (MCMC) para estimar el número de machos de urogallo a escala del Pirineo francés 
(Ménoni et al. 2014). Este modelo utiliza los resultados de los conteos de los machos que se 
realizan en primavera en los cantaderos para extrapolar bianualmente el número de machos 
de urogallos del Pirineo francés (Ménoni et al. 2014). Sin embargo, los datos brutos en los 
cuales se basa el modelo son los resultados de los conteos de los machos en primavera, y 
como hemos visto anteriormente estos presentan ciertas limitaciones. Por lo tanto, los 
resultados de las estimaciones del número de urogallo en el Pirineo francés obtenidos a partir 
de este modelo, pueden suscitar ciertas dudas.  
En la actualidad se están empleando técnicas basadas en el genotipado de muestras no 
invasivas de urogallo (heces o plumas) para estimar los efectivos de la especie en diferentes 
zonas. En las últimas décadas el desarrollo y la caracterización de microsatélites para el 
urogallo (Segelbacher et al. 2000; Piertney y Höglund 2001) y su uso en diferentes estudios 
(Jacob et al. 2010; Pérez et al. 2011; Mollet et al. 2015; Lentner et al. 2018) han hecho que 
estas técnicas se conviertan en una buena alternativa para monitorizar las poblaciones de 
urogallos. En los Alpes Suizos y en el Bosque Bohemiano (Alemania) para mejorar las 
estimaciones de las poblaciones se han utilizado métodos de estimación basados en el 
análisis genético de muestras no invasivas (heces) (Jacob et al. 2010; Rösner et al. 2014; 
Mollet et al. 2015). Los resultados obtenidos indican que las estimaciones del número de 
individuos obtenidas a partir de muestreos no invasivos (heces o plumas) y análisis genéticos 
son más elevadas que las obtenidas mediante los estudios de campo (conteos de los machos 
en los cantaderos o por batidas). Además, se considera que las estimaciones obtenidas a 
partir de muestreos no invasivos y análisis genéticos están más próximas al tamaño real de 
las poblaciones de urogallo (Lentner et al. 2018). Sin embargo, todavía no se ha analizado la 
relación existente entre el número de machos en un cantadero, obtenido a partir de conteos 




y análisis genéticos. Los estudios de esta relación, podrán proporcionar información sobre 
parámetros clave como la probabilidad de detección de los machos de urogallo en un 
cantadero, sus potenciales desplazamientos entre cantaderos, etc. Esto permitirá además 
obtener datos fiables que puedan ser útiles para implementar modelos de estimación 
poblacional como el que se ha desarrollado en el Pirineo francés, o poder poner a punto 
nuevas metodologías para estimar de forma contrastada los tamaños poblacionales de esta 
especie.  
Metodologías de estimación poblacional para el lagópodo alpino. 
El lagópodo alpino es un ave muy críptica y discreta, lo cual hace que sea difícilmente 
observable. El mejor momento para realizar los conteos es en primavera, época de celo en la 
que los machos cantan y son más visibles ya que presenta el plumaje intermedio de muda 
(Watson 1965; Bergerud y Mercer 1966). Las primeras metodologías de conteo de esta 
especie se desarrollaron en zonas con poco relieve, por lo que se tuvieron que adaptar a las 
zonas montañosas del límite meridional de su área de distribución, los Pirineos y los Alpes 
(Boudarel 1989). Bossert (1977) adaptó las metodologías de conteos por escucha de los 
cantos de los machos al relieve de los Alpes suizos, definiendo el emplazamiento del 
observador con respecto a la zona que se quiere muestrear, las horas y la duración del 
conteo. El primer protocolo de conteo de los machos cantores de lagópodo alpino se publicó 
en 1995 por Léonard (1995), permitiendo obtener un índice de densidad de machos en un 
sector determinado, siendo el protocolo más empleado en los macizos montañosos europeos 
(Mossoll-Torres y Marty 2012). Existen dos variantes principales de estos conteos, mediante 
transectos preestablecidos donde se hacen paradas de escucha: Line-transect (Pelletier y 
Krebs 1997) o mediante puntos fijos de escucha: Point-count (Mossoll-Torres y Marty 2006; 
Nopp-Mayr y Zohmann 2008; Zohmann y Wöss 2008; Marty y Mossoll-Torres 2012). Siendo 
la variante del Point-count mucho más eficaz y adaptada a esta especie críptica (Mossoll-
Torres y Marty 2012). El Point-count, consiste en que los observadores se distribuyen 
homogéneamente en la zona a muestrear en puntos fijos preestablecidos y toman nota y 
localizan las manifestaciones sonoras o las visualizaciones de los lagópodos alpinos (Léonard 




elementos para mejorar esta metodología de conteo, detallando la distancia entre los 
observadores, que tiene que ser de entre 400 y 500 m, la época del año y las horas del día en 
las que se tienen que realizar los conteos.  
Marty y Mossoll-Torres (2012) proponen que para obtener las estimas de la densidad a partir 
de cada Point-count, los datos se analicen mediante la metodología del Plot Sampling 
(muestreo por parcelas -PS-). Definiendo como parcela muestreada (Plot) el área de una 
circunferencia de 250 m de radio alrededor de los observadores (distancia a partir de la cual 
ya no se pueden escuchar la mayoría de los cantos). La densidad de machos por unidad de 
superficie se calcula dividiendo el número de machos de lagópodo alpino detectados dentro 
de la parcela predefinida durante el conteo entre la superficie de la misma (Mossoll-Torres y 
Marty 2006; 2012; Marty y Mossoll-Torres 2012). En el Pirineo francés también se emplea 
esta metodología, pero con la variante de que la parcela muestreada se define mediante un 
radio de 350 m alrededor de los observadores (Aubri 2011). Esto hace que las densidades 
obtenidas con ambas variantes no sean del todo comparables. De hecho, en ambas variantes 
se asume que, dentro de la parcela muestreada, definida por un radio de 250 m (Marty y 
Mossoll-Torres 2012) o de 350 m (Aubri 2011) alrededor de los observadores, se detectan 
todos los machos de lagópodo alpino que cantan. Sin embargo, esto genera incertidumbre 
sobre las estimaciones obtenidas, puesto que a medida que aumenta la distancia, la 
probabilidad de detección del canto de un lagópodo alpino disminuye (Franceschi et al. 
2014).  
Otra metodología empleada para estimar las densidades de lagópodo alpino, a partir de los 
datos de los Point-count, es el muestro por distancias (Distance Sampling -DS-) (Buckland et 
al. 2001). Contrariamente al Plot Sampling, Distance Sampling asume la posibilidad de que 
no se detecten todas las aves presentes en la zona (Buckland et al. 2008). Para aplicar esta 
metodología, se tienen que conocer las distancias entre el observador y cada uno de los 
especímenes detectados durante el Point-count. Estos datos (distancias de detección) se 
analizan con el programa Distance, que, aplicando una función de detección, calcula una 
estima de la densidad de forma más precisa y con menos sesgo, así como su coeficiente de 




En los Alpes italianos con una población simulada, basada en datos de conteos parciales, se 
ha estimado la densidad de machos de lagópodo alpino usando la metodología de Plot 
Sampling y de Distance Sampling (Franceschi et al. 2014). Los resultados mostraron que las 
estimas mediante Plot Sampling tienen una tendencia a la subestimación, mostrando 
densidades un 30 % inferiores respecto a las obtenidas mediante Distance Samplig. Además, 
las densidades estimadas mediante Distance Sampling resultaron ser más exactas y precisas 
en relación con los datos de la población simulada. Sin embargo, para la correcta aplicación 
de Distance Sampling a una población “real” de lagópodo alpino, se ha estimado que, en la 
realización de los Point-counts, se requieren de entre 4 a 5 observadores por km2 (Franceschi 
et al. 2014). Debido a este elevado coste logístico, todavía no se ha podido estudiar la 
variabilidad de las densidades obtenidas a partir de Plot Sampling o de Distance Sampling 
sobre datos reales de Point-counts de lagópodo alpino. 
Recientemente se han empleado técnicas de monitoreo acústico, basados en la grabación de 
los cantos de machos de lagópodo alpino mediante micrófonos automatizados y el posterior 
análisis de los fonogramas grabados para diferenciar cuantos individuos diferentes se han 
registrado (Marin-Cudaz et al. 2019). Este método de estimación es muy novedoso y permite 
reducir el trabajo de campo con respecto a otros métodos menos automatizados. Sin 
embargo, parece ser complicado de llevar a cabo, puesto que el trabajo de análisis que 
permite diferenciar los individuos por su canto a partir de los fonogramas es muy largo y 
complejo. Además, según los autores esta metodología no permitiría identificar el mismo 
individuo de un año a otro (Marin-Cudaz et al. 2019), un problema que afecta a todas las 
metodologías aplicadas hasta el momento en esta especie. Las técnicas basadas en 
muestreos no invasivos (heces o plumas) y análisis genéticos mediante microsatélites podría 
solventar este problema. 
Así, el uso de muestreos no invasivos y análisis genéticos es otro enfoque prometedor, que 
ya se ha aplicado con éxito para estimar los efectivos de urogallo (Jacob et al. 2010; Pérez et 
al. 2011; Mollet et al. 2015; Lentner et al. 2018), pero no en el lagópodo alpino a pesar de 
estar descritos varios paneles de microsatélites polimórficos para la especie (Piertney y Dallas 




directas, captura o manejo de animales (Waits 2004), y permite tener información sobre las 
hembras, contrariamente a las metodologías basadas sobre los conteos de los cantos de los 
machos. Por otra parte, esta metodología también puede servir para analizar parámetros 
demográficos de esta especie, como la proporción de sexos, la tasa de supervivencia o de 
reclutamiento, variables clave para los modelos demográficos.  
Actualmente, no existe un método de referencia para poder comparar las estimaciones de 
las distintas metodologías y explorar plenamente la exactitud de cada una de ellas en relación 
con el tamaño real de las poblaciones de estas especies, aunque los métodos basados 
muestreos no invasivos y análisis genéticos podrían cubrir este vacío.  
1.4. Conocimiento genético de las especies. 
El urogallo y el lagópodo alpino son dos especies emblemáticas y se dispone de 
bastante información a nivel de su biología, alimentación y comportamiento. En estos 
últimos 10 años se han publicado, entre otros, estudios sobre los parásitos que pueden 
afectar estas dos especies (Skirnisson et al. 2012; Isomursu et al. 2017; Skirnisson et al. 2019), 
sobre el uso del hábitat (González et al. 2012; Pedersen et al. 2014; Zohmann et al. 2014; Bisi 
et al. 2017), sobre técnicas de estima poblacional ( Jacob et al. 2010; Pérez et al. 2011; Marty 
y Mossoll-Torres 2012; Franceschi et al. 2014; Mollet et al. 2015; Marin-Cudaz et al. 2019), y 
sobre su fisiología y su actividad reproductora (Kowalczyk et al. 2017; Salgado-Flores et al. 
2019).  
La información sobre el genoma de estas dos especies es más reducida. En concreto, se han 
analizado y descrito diversos marcadores, como microsatélites (Piertney y Dallas 1997; 
Segelbacher et al. 2000; Piertney y Höglund 2001; Bech 2010; Constanzi et al. 2018). Éstos se 
han usado en el urogallo para diferentes estudios poblacionales basados en el genotipado de 
heces y plumas como los descritos anteriormente en el apartado sobre las técnicas de estima 
poblacional (Jacob et al. 2010; Rösner et al. 2014; Mollet et al. 2015; entre otros). Los 




demográfica de las poblaciones en el Pirineo a partir de la variación y diferenciación genética 
de diferentes núcleos poblacionales (Bech et al. 2013). En Escandinavia, después del 
descubrimiento de lagópodos alpinos y lagópodos comunes con un plumaje intermedio se 
ha utilizado un panel de microsatélites, así como marcadores mitocondriales (citocromo 
oxidasa I (CoI)), para ver si era posible la hibridación entre estas dos especies (Quintela et al. 
2010). Concluyeron que la hibridación entre estas dos especies hermanas era posible y que 
se podía ver favorecida por los cambios en el uso del hábitat como consecuencia del 
calentamiento global (Quintela et al. 2010).   
También se han analizado y descrito secuencias del ADN mitocondrial (12s rRNA, 16s rRNA, 
CoI, citocromo B (CytB), región control (D-loop)) que se han usado en diversos estudios 
filogenéticos y biogeográficos. A partir de la secuenciación de alrededor de 2700 pares de 
base (pb) del ADN mitocondrial (D-loop, secuencias parciales de los 12s RNA y 16s RNA, y del 
CytB) se ha estudiado la historia biogeográfica de 17 especies de tetraónidos, entre ellos el 
urogallo y el lagópodo alpino, y se ha concluido que la mayoría de los géneros de la familia 
Tetraonidae se separaron en el Plioceno superior (Lucchini et al. 2001). Usando una secuencia 
parcial del D-loop se ha estudiado la diversidad y la estructura genética de diferentes 
poblaciones de urogallo en Polonia y se han comparado con poblaciones de Rusia y de Suecia 
concluyendo que el número de haplotipos se ve reducido en áreas donde el hábitat está 
fragmentado como es el caso de algunas poblaciones de Polonia (Rutkowski et al. 2017). Otro 
estudio similar ha mostrado una buena diversidad y estabilidad genética en una población 
de urogallos de Bielorrusia (Homel et al. 2019). También se han descrito el genoma 
mitocondrial completo del lagópodo alpino y del lagópodo común, siendo prácticamente 
idénticos (Sveinsdóttir y Magnússon 2017). El genoma completo de Lagopus muta japonica 
se conoce y está disponible en Genbank (Accession number: BJCA00000000.1), aunque aún 















La obtención de estimaciones exactas y precisas del número de individuos de una 
población es crucial para un buen manejo de la misma (Scott y Ralph 1981; Shea 1998). Sin 
embargo, la obtención de estimaciones fiables, y en particular en el caso de ciertas especies 
de aves, no es tarea fácil (Bibby 2004; Buckland 2006; Buckland et al. 2008;). Asimismo, es 
importante disponer de protocolos de conteo contrastados para poder conocer el número 
de individuos de urogallo y de lagópodo alpino en los macizos montañosos donde habitan. 
Los Pirineos se extienden por Francia, Andorra y España, por lo que la gestión de la fauna 
silvestre la realizan organismos y entidades diferentes en cada país y/o región. En Francia, la 
Oficina Francesa de la Biodiversidad (OFB), junto con las Federaciones Departamentales de 
Cazadores son los principales organismos que realizan el monitoreo de la fauna silvestre a 
través de sus técnicos. En Andorra, la gestión de la fauna silvestre depende del Departamento 
de Medio Ambiente del Gobierno y son el cuerpo de técnicos de la unidad de fauna y los 
guardas (Cos de Banders) los que realizan los trabajos de seguimiento. En España, son los 
agentes de las consejerías de Medio Ambiente de las comunidades autónomas, o del OAPN 
(Organismo Autónomo de Parques Nacionales) en los Parques Nacionales, así como 
voluntarios y personal de algunas organizaciones no gubernamentales quienes realizan estas 
tareas. De forma general, en los tres países se utilizan métodos indirectos: los conteos de 
urogallos se realizan en los cantaderos en primavera, empleando el método de los conteos 
desde los escondites o de la “visita de madrugada” (Canut et al. 2006). En el caso del 
lagópodo alpino, se suelen hacer conteos de los cantos (Point-count), analizándolos con Plot 
Sampling, sin embargo, se definen las parcelas de conteo con radios de 250 m o de 350 m, 
dependiendo el organismo o de la zona (Aubry 2011; Marty y Mossoll-Torres 2012).  
Por otro lado, tampoco hay mucha sincronización entre los organismos que realizan los 
trabajos, y cada uno se adapta a sus disposiciones de tiempo y de personal para realizar los 
muestreos. Así, puesto que no todos los organismos que realizan el monitoreo de estas 
especies no trabajan siempre de la misma manera los resultados que se obtienen son 
difícilmente comparables entre sí. 
A pesar de la importancia patrimonial, cultural, ecológica e incluso económica, del urogallo y 




proponen alternativas a los protocolos de estimación poblacional existentes. Salvo algunas 
excepciones, usando poblaciones simuladas (Franceschi et al. 2014), todavía no se han 
realizado trabajos comparativos entre los resultados obtenidos a partir de las diferentes 
metodologías de estimación poblacional disponibles. Además, la comparación de las distintas 
metodologías existentes, también permitiría seleccionar cuales son las más adaptadas a cada 
especie, hábitat, objetivo de gestión concreto, etc. (Blondel et al. 1981; Evans et al. 2007).  
En la última década, en los Alpes Suizos, en la Selva de Bohemia y en la Cordillera Cantábrica, 
están aumentando los estudios enfocados a la estima poblacional de urogallos mediante 
métodos genéticos (Jacob et al. 2010; Pérez et al. 2011; Rösner et al. 2014; Mollet et al. 
2015; Lentner et al. 2018; Augustine et al. 2019). Sin embargo, en los Pirineos las 
estimaciones poblacionales se siguen basando en los conteos de los machos en los 
cantaderos en primavera (Robles et al. 2006; Ménoni et al. 2014), trabajando con protocolos 
antiguos (Catusse y Novoa 1983; ONC 1983). 
En el caso del lagópodo alpino, en los Alpes se han desarrollado nuevas metodologías para 
estimar las densidades de esta especie como Distance Sampling (Buckland et al. 2001; 
Franceschi et al. 2014) o muestreos de escucha mediante micrófonos automatizados (Marin-
Cudaz et al. 2019). Sin embargo, en los Pirineos y en los Alpes franceses aún se siguen 
utilizando las metodologías basadas en el Plot Sampling (Aubry 2011; Marty y Mossoll-Torres 
2012).  
La hipótesis principal que nos planteamos es que los protocolos de muestreo “tradicionales” 
no permiten estimar con precisión y exactitud el número de efectivos de las poblaciones 
estudiadas de urogallo o de lagópodo alpino. Además, que los parámetros demográficos, 
densidades, tendencias poblaciones o proporción de sexos, presentados o asumidos en 
estudios anteriores no son representativos de los valores actuales de las poblaciones de 
urogallo y de lagópodo alpino.  
Por lo tanto, los objetivos que nos hemos planteado en esta tesis para testar esta hipótesis 




1. Diseñar una metodología basada en muestreos no invasivos y análisis genéticos para
estimar el número de individuos de urogallos y de lagópodos alpinos de una zona,
como método alternativo e independiente del recuento de cantos.
2. Analizar si los conteos en los cantaderos de los machos en primavera,
tradicionalmente usados en los Pirineos para monitorizar los efectivos de esta
especie, permiten estimar correctamente el número de individuos de un cantadero.
3. Analizar con datos de conteos reales si las diferentes metodologías existentes en la
bibliografía, Plot Sampling y Distance Sampling, permiten estimar correctamente el
número de individuos de lagópodo alpino.
4. Determinar si los nuestros no invasivos y análisis genéticos permiten estimar los
parámetros demográficos, como la proporción de sexos de estas especies.
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Para responder a los objetivos planteados se han comparado las estimaciones del 
número de individuos de ambas especies obtenidas mediante las metodologías que se usan 
tradicionalmente en los Pirineos (conteos de los cantos de machos), con las obtenidas 
mediante muestreos no invasivos y análisis genéticos. Seguidamente se presenta el área de 
estudio y la metodología de conteo empleada en cada especie, la metodología empleada en 
los muestreos no invasivos y análisis genéticos, y finalmente los análisis genéticos realizados. 
3.1. Urogallo: área de estudio y conteos. 
Área de estudio 
El urogallo se ha estudiado en los Pirineos franceses (departamentos de los Altos 
Pirineos y Ariège) y en Andorra. El área de estudio abarca 700 km2, incluye una zona 
meridional (290 km2), una zona central (180 km2), una zona oriental (180 km2), y una zona 
mediterránea en Andorra (50 km2) (Fig. 1).  
Esta área, incluye la mayoría de los hábitats del urogallo, bosques puros de hayedos (Fagus 
sylvatica), bosques mixtos de hayedos y abetos (Abies alba), bosques puros de abetos y 
bosques de pino negro (Pinus mugo uncinata), en altitudes comprendidas entre los 900 m y 
los 2300 m y en todas las orientaciones. En la parte francesa del área de estudio el clima es 
Figura 1. Área de estudio del urogallo. En verde el área de distribución del urogallo. En gris las zonas de estudio, 
1: zona meridional; 2: zona central; 3: zona oriental; 4: zona mediterránea. Los triángulos rojos representan los 
cantaderos muestreados.  
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relativamente húmedo con un gradiente decreciente de las precipitaciones de Oeste a Este 
debido a la influencia atlántica (López-Moreno y Vicente-Serrano 2007). En la parte 
andorrana del área de estudio, el clima es más seco ya que por su localización recibe una 
influencia más mediterránea (Panadera 1984).  
Durante el periodo 2016 a 2019, se han muestreado un total de 13 cantaderos (7 en los Altos 
Pirineos; 5 en la Ariège, y 1 en Andorra). Cada cantadero se ha monitorizado ente 1 y 3 años 
(Tabla 1; triángulos rojos Fig. 1). Los principales criterios que se han seguido para seleccionar 
los cantaderos han sido su accesibilidad y la ausencia de zonas peligrosas (cortados u otros). 
También se ha tenido en cuenta que no presenten zonas con mucha pendiente o con mucho 
estrato arbustivo (sobre todo rododendros) de manera que los muestreos se puedan realizar 
en las mejores condiciones. Finalmente se han seleccionado cantaderos representativos de 
los Pirineos, ya sea por su localización, por el tipo de bosque, por su altitud y orientación.  
Conteos. 
Los conteos de los machos de urogallo se han realizado en primavera en los 
cantaderos, zonas boscosas donde se reúnen los machos para cantar, atraer a las hembras y 
aparearse. Los conteos se han realizado siguiendo los protocolos tradicionalmente usados en 
los Pirineos, basados en escuchas de madrugada de los cantos de los machos desde 
escondites (Catusse y Novoa 1983; ONC 1987; Canut et al. 2006). Los muestreos se han hecho 
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coincidir con el pico de máxima actividad de canto del urogallo en cada cantadero. En los 
Pirineos el periodo de máxima actividad de canto, que suele durar unos pocos días en cada 
cantadero, ocurre durante los 20 primeros días del mes de mayo (Catusse y Novoa 1983; ONC 
1987). Sin embargo, el pico de máxima actividad no se produce en todos los cantaderos en 
el mismo momento, variando de un cantadero a otro en función de su localización, altitud, 
meteorología, etc. Por lo tanto, los muestreos comenzaron a mediados de abril, para que 
coincidiesen con el pico de máxima actividad del canto en cada zona. El principal criterio que 
se ha considerado para determinar si se había alcanzado el pico de máxima actividad era la 
presencia de hembras en la zona (Canut et al. 2006). Todos los muestreos se realizaron entre 
el 28 de abril y el 28 de mayo. Puesto que la localización del cantadero puede variar de un 
año a otro (Lentner et al. 2018; Abrahams 2019), la tarde anterior al muestreo, el observador, 
basándose en su experiencia y en los indicios de presencia (huellas en la nieve, excrementos, 
plumas, etc.), determina la localización del centro del cantadero, donde coloca el escondite. 
Entonces se instala en su interior y permanece en él toda la noche, siendo lo más sigiloso 
posible, hasta la madrugada siguiente cuando empieza el conteo. El conteo empieza cuando 
todavía es de noche y termina alrededor de una hora y media después del amanecer (Catusse 
y Novoa 1983). Durante ese tiempo se cuentan y localizan los machos, y en su caso también 
las hembras, que se escuchan u observan desde el escondite. Una vez que el conteo ha 
terminado, el observador debe asegurarse que todos los urogallos se hayan ido del 
cantarero, antes de salir del escondite para evitar perturbar a los individuos de la especie. En 
cada cantadero los conteos se repitieron dos veces en un plazo de tiempo lo más corto 
posible (menos de 10 días), idealmente durante dos días consecutivos. Todos los conteos del 
estudio se han realizado en buenas condiciones meteorológicas, en días sin viento y sin 
fuertes lluvias. Como resultado de los conteos en cada cantadero se considera el número 
máximo de machos de urogallos detectados en uno de los dos conteos.  
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3.2. Lagópodo alpino: área de estudio y conteos. 
Área de estudio. 
El lagópodo alpino se ha estudiado en los Pirineos y en los Alpes franceses. En los 
Pirineos, el estudio se ha desarrollado en la zona fronteriza entre el departamento de Ariège 
(Francia) y Andorra, así como en otras tres zonas del Pirineo español: una en Aragón y dos en 
Cataluña (Fig. 2). En los Alpes se ha estudiado una zona, en el departamento francés de Isère 
(Fig. 2). El área de estudio abarca 426,5 km2, de los cuales 419,5 km2 se encuentran en los 
Pirineos y 7 km2 en los Alpes.  
Esta área, incluye todos los hábitats del lagópodo alpino por encima del límite superior del 
bosque entre 1800 m y 3000 m de altitud, tales como afloramientos rocosos, pedregales con 
zonas de vegetación escasa, pastizales y matorrales. Debido a la altitud de la zona de estudio 
el clima es altamente cambiante, con precipitaciones abundantes, sobre todo en primavera 
(López-Moreno y Vicente-Serrano 2007; Dumont et al. 2019).  
Figura 2. Área de estudio del lagópodo alpino: a) vista global; b) detalle de la zona de estudio de Isère (en gris); 
c) detalle de la zona de estudio de los Pirineos (en gris), en verde el área de distribución del lagópodo alpino. Los 
triángulos rojos en b) y c) representan las zonas muestreadas entre 2016 y 2019.
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Durante el periodo de 2016 a 2019, se realizaron cinco muestreos (uno en Ariège, tres en 
Andorra y uno en Isère) (Tabla 2; triángulos rojos Fig. 2). Las zonas muestreadas se 
seleccionaron evitando las zonas peligrosas (acantilados, zonas con fuerte pendiente o con 
riesgo de avalanchas) para poder realizar los muestreos con total seguridad; también se tuvo 
en cuenta que los puntos de muestreo fuesen de fácil acceso.  
De forma complementaria, se analizó una base de datos de 56 conteos de machos de 
lagópodo alpino realizados entre 2003 y 2016 en toda del área de estudio pirenaica (419,5 
km2).  
Conteos y estima de las densidades. 
El lagópodo alpino, al contrario que el urogallo, realiza su cortejo y emparejamiento 
en territorios de reproducción que se reparten homogéneamente en las laderas de las 
montañas, sin establecer cantaderos (Wiley 1974; Martin et al. 1995; Caizergue et al. 2003; 
Storch 2007). Todos los conteos de cantos, los incluidos en la base de datos histórica (2003 - 
2016) y los efectuados durante el desarrollo de esta tesis (2016 - 2019), se realizaron entre 
abril y finales de junio, siguiendo el protocolo de Point-count (conteo desde puntos fijos) 
(Marty y Mossoll-Torres 2012; Mossoll-Torres y Marty 2012). Los puntos de conteo se 
distribuyeron de forma aleatoria en el área de estudio, pero guardando una separación entre 
400 y 500 m los unos de los otros y teniendo siempre en cuenta la seguridad de los 
observadores. Cada conteo por Point-count comenzó una hora antes y terminó media hora 
después del amanecer, coincidiendo con el período de máxima actividad de canto del 
lagópodo alpino (Marty y Mossoll-Torres 2012). Así, los observadores se colocaron en los 
puntos de conteo en la oscuridad (antes de empezar el muestreo), y permanecieron en el 
mismo lugar durante la hora y media de cada conteo. Tras cada detección se anotó la hora y 
la localización de cada acontecimiento en un mapa de 1:25000. Si un lagópodo alpino no se 
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pudo localizar con exactitud desde el punto de conteo, al final del conteo el observador se 
desplazaba hasta la zona concreta para confirmar la localización exacta ayudándose de los 
rastros, pisadas y excrementos en la nieve. Los posibles desplazamientos de un lagópodo 
alpino durante el conteo también fueron anotados. Si un lagópodo es detectado desde más 
de un punto fijo esto se considera como una detección múltiple. Al final de cada conteo, se 
realizó una puesta en común de los datos recogidos en cada punto, teniendo en cuenta las 
horas de cada acontecimiento (canto u observación) y los posibles desplazamientos, se 
eliminaron los dobles conteos (lagópodos que se han desplazado durante el conteo) y las 
observaciones dudosas. Finalmente se realizó un resumen, localizando en un mapa 1:25000 
cada punto fijo de conteo, y cada lagópodo alpino detectado, trazando una línea uniéndolo, 
i) al punto fijo desde el que fue detectado o ii) a los puntos fijos desde los que fue detectado
(caso de las detenciones múltiples). Todos los Point-counts se realizaron en días de buen 
tiempo, sin precipitaciones ni viento, para tener las mejores condiciones de escucha posibles. 
Para calcular las densidades de machos en cada Point-count, se han analizado los mapas 
resumen con dos metodologías diferentes, Plot Sampling (PS) y Distance Sampling (DS) 
(Buckland et al. 2001; Marty y Mossoll-Torres 2012; Franceschi et al. 2014).  
Los mapas resumen de cada Point-count se digitalizaron usando un sistema de información 
geográfico (SIG, QGIS Development Team 2014). Con este sistema se calcularon, para la 
metodología Plot Samplig, las áreas de las parcelas (plots); para la metodología Distance 
Sampling, las distancias de detección entre los lagópodos alpinos y el o los punto(s) fijo(s) 
desde el cual fue o fueron detectados.  
Con Plot Samplig se calcularon las densidades poblacionales utilizando las dos variantes del 
método usadas en los Pirineos, una que define los plots con un radio de 250 m alrededor del 
observador (Marty y Mossoll-Torres 2012) y otra que los define con un radio de 350 m (Aubri 
2011). Para la estima de las densidades de machos de lagópodos alpinos, el número de 
machos detectados en el interior de los plots se dividió entre el área de los plots (definida 
por un radio de 250 o 350 m alrededor de los puntos de fijos de conteo). De este modo se 
obtuvieron las densidades de machos por unidad de superficie (machos / km2). Para estos 
cálculos no se consideraron los ejemplares detectados fuera de los plots.  
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Para Distance Sampling, se utilizó el programa Distance 7.0 Beta 3 (Thomas et al. 2010), que 
se implementó con las distancias de detección (simples o múltiples) para estimar la densidad 
poblacional de cada Point-count. Se utilizaron las siguientes funciones de detección: (i) half-
normal con ajuste cosine (ii) half-normal con ajuste hermite polynomial, (iii) uniform con 
ajuste cosine, y (iv) hazard-rate con ajuste simple polynomial (Thomas et al. 2010). Para la 
modelización de estas funciones se utilizaron tres términos de ajuste de Akaike, el encounter 
rate propio de cada Point-count y se estimó la varianza de forma empírica (Buckland et al. 
2001; Thomas et al. 2010; Franceschi et al. 2014; Pérez et al. 2015). Todos los análisis se 
realizaron sin truncar las observaciones más distantes y sin agrupar los datos en intervalos 
de distancia. Con esta metodología se estimaron las densidades y sus coeficientes de 
variación (CVs) asociados.  
3.3. Muestreos no invasivos y análisis genéticos. 
Muestreo no invasivo. 
Para poder comparar los resultados obtenidos a partir de los conteos de estas aves 
con los resultados de los muestreos no invasivos y análisis genéticos, se tomó como 
referencia el alcance del canto de cada especie para definir el área de recogida de las 
muestras. Según Couturier y Couturier (1980), 200 m es la distancia máxima a la que se puede 
escuchar un macho de urogallo ya sea por su canto o por los saltos que realiza en el momento 
del cortejo. En el caso del lagópodo alpino esta distancia es mayor: algunos autores apuntan 
que en buenas condiciones su canto puede ser escuchado hasta un km de distancia (Favaron 
et al. 2006; Marty y Mossoll-Torres 2012). Sin embargo, a partir de 250 m ya no se pueden 
escuchar la mayoría de los cantos de machos de lagópodo alpino (Marty y Mossoll-Torres 
2012; Franceschi et al. 2014). Por lo que las áreas de recogida de muestras se definieron con 
un radio de 200 m alrededor del observador para el urogallo y de 250 m para el lagópodo 
alpino. Cada recogida de muestras se realizó tras concluir los conteos, tras asegurarse que 
todos los urogallos habían abandonado la zona, y tras la revisión de los datos de los Point-
count de lagópodo alpino mediante una puesta en común de los distintos observadores. Las 
recogidas de muestras se realizaron de forma intensiva y sistemática en cada área de 
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recogida, realizando transectos espaciados de 25 m siguiendo las curvas de nivel (Fig. 3). Por 
lo tanto, se buscó un compromiso entre el esfuerzo de muestreo, su representatividad y 
nuestra capacidad para analizar las muestras en el laboratorio.  
En cada recogida de muestras el observador podía conocer en todo momento su posición y 
visualizar el área de muestreo gracias a una Tablet con GPS vinculada a un SIG (Qgis v1.8) 
(QGIS Development Team 2014) (Fig. 4). Este sistema también permitía geo-referenciar todas 
las muestras. En los muestreos solo se recogieron las heces que se consideraban frescas, 
idealmente de menos de una semana. Respecto a las heces del urogallo, al estar dentro del 
bosque y no directamente expuestas al sol, era relativamente fácil valorar este hecho por su 
aspecto y gracias a la experiencia de los observadores. En el caso del lagópodo alpino, esta 
tarea era más compleja ya que las heces están directamente expuestas al sol. Por lo tanto, 
se recogieron solo las que estaban enteras, no demasiado descoloridas por el sol y con el 
ácido úrico (blanco en los extremos) aún visible. Cada muestra se guardó en un tubo Falcon 
de 50 ml conteniendo 15 ml de gel de sílice (Fig. 4), y se conservó a -20°C hasta su análisis en 
el laboratorio (Jacob et al. 2010). 
Figura 3. Esquema de un área de 
recogida de muestras con un radio 
de 200 m para el urogallo o de 250 
m para el lagópodo alpino. La 
estrella simboliza el centro de la 
área, las líneas marrones 
representan los transectos 
espaciados a 25 m. 
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Análisis genético. 
a) Extracción de ADN
Para las extracciones de ADN se utilizaron hasta 500 mg de cada muestra, 
aproximadamente la mitad del tamaño de las heces de urogallo, y las heces completas en el 
caso del lagópodo alpino. El ADN se extrajo utilizando los kits comerciales QIAamp® DNA 
Stool Mini Kit y QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen). El primer paso del protocolo de 
extracción se modificó, usando un tubo de ensayo de 15 ml (en vez de uno de 2 ml) para 
poder aumentar la solución de lisis de un volumen de 750 µl a 2 ml, lo cual permitió 
homogeneizar mejor las heces. Una vez homogeneizada la muestra, se introdujo una bola de 
acero inoxidable en el tubo y se centrifugó a 2000 rpm (revoluciones por minuto) durante 5 
min. Estas modificaciones permitieron homogeneizar mejor las heces y separar mejor el 
sobrenadante con el ADN, de la parte sólida de la muestra que se descartaba. El resto de los 
pasos se realizaron tal y como especifican los protocolos proporcionados por el fabricante. El 
ADN se eluyó en un volumen de 150 µl de buffer TLE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0), y 
se almacenó a 4°C hasta que se realizaban las PCRs. Con el fin de evitar contaminaciones, 
cada tanda de extracción (N= 24) se realizó en una zona aislada del laboratorio, el material 
de manipulación de las muestras y la poyata se lavaron con una solución de lejía al 20 % tras 
Figura 4. Tablet y tubo Falcon con gel de sílice usados en la recolecta de las muestras de heces en un cantadero 
en Andorra. 
Capítulo 3 
Material y métodos 
50 
el procesamiento de cada muestra. Además, con este mismo fin, se guardó un período de 
cuarentena de al menos 24 horas antes de realizar otra tanda de extracción de ADN o realizar 
las PCRs.  
b) Control del ADN extraído por PCR.
El ADN extraído de las heces de urogallo o de lagópodo alpino proviene de las células de 
la mucosa del intestino que se descaman y quedan adheridas a su superficie al pasar por el 
tracto digestivo. Estas células son escasas y una vez excretadas quedan expuestas a la 
intemperie por lo que el ADN que se obtiene suele estar a una concentración muy baja y 
parcialmente degradado. Por ello, se realizó una PCR control para determinar el rendimiento 
de cada muestra de ADN extraído y valorar si se podría genotipar y sexar correctamente. En 
esta PCR control se amplificó un fragmento de aproximadamente 300 pares de bases (pb) 
que es un tamaño más grande que los fragmentos que se amplificarán en las PCR de 
genotipado y de sexado. Por lo tanto, se consideró que, si esta PCR control producía 
amplificación, la muestra probablemente se podría genotipar y sexar con garantías. El 
fragmento amplificado en esta PCR correspondió en el urogallo al microsatélite TUD7 
(Segelbacher et al. 2000) (aunque se diseñaron cebadores nuevos TU-Cont-F: 5’-
CTGGGGTCATTAGGCAGAGC-3’ y TU-Cont-R: 5’-TGCGTGTGTGCAGAGATAGG-3’) y al 
microsatélite Mut 12 (Costanzi et al. 2018) en el lagópodo alpino (también se diseñaron 
cebadores nuevos LM-Cont-F: 5’-AAAGCCACAGGGGCATGAA-3’ y LM-Cont-R: 5’-
GTCAGGAACAGGAATCCACGA-3’).  
Las PCRs control se realizaron en un volumen total de 13 µl con 5 µl de la elución de ADN, 6,5 
µl de Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen) y 0,2 µM de cada cebador. Las condiciones de la 
PCR fueron las siguientes: 5 min de desnaturalización inicial a 95 °C, seguidos de 35 o 40 
ciclos, para el urogallo o el lagópodo alpino respectivamente, con 30 s a 95 °C, 90 s a 60 °C y 
30 s a 72 °C; y una extensión final de 30 min a 60 °C. Los productos de estas PCR se 
visualizaron en un gel de agarosa al 1 %, teñido con el agente intercalante, bromuro de etidio. 
Las muestras en las que no se observó el amplificado de 300 pb se descartaron, las otras se 
genotiparon y se sexaron. 
Capítulo 3 
Material y métodos 
51 
c) Genotipado y sexado.
El genotipado de las muestras se realizó con un panel de 14 microsatélites en el caso del 
urogallo (Tabla 3) y de 16 microsatélites para el lagópodo alpino (Tabla 4). Las muestras de 
ambas especies se sexaron amplificando un fragmento del gen de la proteína chromodomain-
helicase-DNA-binding (CHD), ligado a los cromosomas sexuales, utilizando los cebadores 
específicos PU y P8mod (Pérez et al. 2011). Con estos cebadores las muestras de machos 
amplificaron un único fragmento de 189 pb de ambos cromosomas Z, y las de hembras 
amplificaron dos fragmentos uno de 189 pb del cromosoma Z y otro de 214 pb del 
cromosoma W. Las PCRs se realizaron como multiplex conteniendo cada una ellas una 
combinación (Mix) de cebadores de diferentes microsatélites y del gen de sexado (Tablas 3 y 
4). Se realizaron en un volumen total de 13 µl con 5 µl de la elución de ADN, 6,5 µl de Type-
it Microsatellite PCR Kit (Qiagen) y de 0,1 a 0,2 µM de cada cebador. Las condiciones de las 
PCRs fueron las siguientes: 5min de desnaturalización inicial a 95°C, seguidos de 30 ciclos de 
30 s a 95 °C, 90 s a 53 °C, 55 °C o 60 °C de temperatura de “annealing” que se ajustó en 
función del Mix (Tablas 3 y 4) y 30 s a 72 °C; y una extensión final de 30 min a 60 °C. Los 
productos las PCRs, se analizaron en el Centro de Instrumentación Científico-Técnica de la 
Universidad de Jaén (CICT) con un secuenciador Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystem, 
California, USA). El tamaño de los distintos alelos de cada microsatélite, y el sexo de cada una 
de las muestras se determinaron con el programa GeneMapper v. 4.1 (Applied Biosystems, 
California, USA). 
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Para evitar errores de genotipado o de sexado se empleó la técnica de "multitubo" (Navidi et 
al. 1992; Taberlet et al. 1996; Taberlet y Luikart 1999; Goossens et al. 2000), que consiste en 
repetir la PCR multiplex de cada muestra varias veces. En nuestro caso se realizaron 3 réplicas 
de cada PCR multiplex por muestra. 
Finalmente, a partir de los resultados de las 3 réplicas se asignó un consenso para cada 
microsatélite y muestra (Fig. 5). Los microsatélites de una muestra se consideraron 
homocigotos si sólo se observaba un alelo en al menos dos réplicas independientes, sin 
observarse ningún otro alelo adicional en la tercera réplica. Los microsatélites heterocigotos 
eran los que tenían dos alelos diferentes en al menos dos réplicas. A cada muestra se le asignó 
un índice de calidad (QI) similar al descrito por Miquel et al. (2006). Para calcular este índice, 
primero se asignó a cada réplica de cada microsatélite una nota de 1 o 0, dependiendo de si 
era o no igual a la lectura consenso asignada a cada microsatélite y muestra. Luego se calculó 
la media de las notas de las 3 réplicas obteniendo el valor QI de cada microsatélite 
(lógicamente el promedio puede tener los siguientes valores: 0, si ninguna repetición es 
idéntica a la lectura de consenso o que las 3 PCR han fallado; 0,33 si sólo una repetición es 
idéntica a la lectura de consenso; 0,66 si dos repeticiones son idénticas a la lectura de 
consenso y 1 si todas las repeticiones son idénticas a la lectura de consenso). Por último, el 
QI global de la muestra se calculó haciendo el promedio de los valores obtenidos para todos 
los microsatélites de una misma muestra, que varió entre 0 y 1 (Fig. 5). 
Para considerar una muestra fiable se fijó como criterio que debía tener un QI global igual o 
superior a 0,6. Por lo tanto, las muestras con un QI global inferior a 0,6 o con más de 4 
microsatélites sin genotipar, se descartaron del análisis posterior. Las muestras que pasaron 
Figura 5. Ejemplo de asignación de la lectura consenso y del cálculo del valor QI por microsatélite y global en una 
muestra modelo con 6 microsatélites. 
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los criterios de calidad, se analizaron con el programa Gimlet v.1.3.3 (Valiére 2002), para 
estimar el número final de individuos en cada área muestreada. Para evaluar la fiabilidad de 
los resultados obtenidos se calcularon las probabilidades de identidad sin sesgo P(ID) y para 
individuos emparentados P(ID)sib (Waits et al. 2001) a partir de programa Cervus v3.0.7 (Field 
Genetics; Marshall et al. 1998). 
3.4. Caracterización genética. 
Se secuenciaron los genomas del urogallo y del lagópodo alpino a baja cobertura. El 
ADN genómico se extrajo a partir de tejidos de una hembra de cada especie usando el kit 
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). La cantidad de ADNs obtenidos se cuantificó con un 
espectrofotómetro Nanodrop™ 2000 (ThermoScientific). También se comprobó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1% que no estaban degradados y que tenían una 
concentración adecuada para poder ser secuenciados correctamente. La secuenciación de 
los genomas fue realizada por la empresa Novogene, utilizando 3 µg de cada ADN para la 
construcción de dos bibliotecas con fragmentos de 750 pb. Estas bibliotecas se utilizaron en 
la secuenciación de Illumina® Hiseq™ 2000 paired-end con lecturas de 2 × 100 nucleótidos. 
Se obtuvieron 2 Gpb de secuencias para cada especie, lo que corresponde a una cobertura 
aproximada de 1,5 X.  
Ensamblado del genoma mitocondrial del urogallo. 
A partir de esta secuenciación, el genoma del ADN mitocondrial completo del 
urogallo se ensambló usando el programa MITObim v1.8 (Hahn et al. 2013) con la opción "--
quick" y con un desajuste por defecto del 15 %. Para ello, se seleccionaron aleatoriamente 
un millón de pares de lectura con seqTK (https://github.com/lh3/seqtk) utilizando como 
referencia el genoma mitocondrial del gallo lira Lyrurus tetrix, disponible en GenBank 
(número de acceso KF955638.1) (Li et al. 2016). Una parte de la región control y del gen Nd6 
del genoma mitocondrial no se pudieron ensamblar correctamente y tuvieron que ser 
confirmadas mediante amplificaciones por PCR. Así, se amplifico mediante PCR a partir del 
mismo ADN que se utilizó para la secuenciación masiva, utilizando los cebadores Pro+ (5'-
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ACCATCAGCACCCAAAGCTG-3') y Phe- (5'-AAGCATTTCAGTGCTTTGCTT-3') (Haring et al. 2000) 
que anclan en los tRNAs que flanquean la región control y el gen Nd6. La PCR se realizó en un 
volumen total de 50 µl con 150 ng de ADN, 5 µl de 10x NH4 reaction buffer, 2,5 µl 50 mM 
MgCl2, 1 µl de 100 mM dNTPs, 0,5 µM de cada cebador y 1 µl de BIOTAQ polimerasa (Bioline). 
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 5 min de desnaturalización inicial a 95 °C, 
seguidos de 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 45 °C y 90 s a 72 °C; y una extensión final de 5 
min a 72 °C. Se realizó una electroforesis con 40 µl del producto de esta PCR, en un gel a 1 % 
teñido con bromuro de etidio. La banda de 1600 pb (correspondiente a la región control más 
el gen Nd6) se cortó y se purificó con el kit de QIAquick® Gel Extraction de Qiagen. El 
fragmento purificado se ligó con el vector pGEM®-T Easy (Promega) en una reacción de ligado 
en 10 µl de volumen total con 3,6 µl de la banda purificada, 5 µl de buffer 2X, 0,7 µl de vector 
T y 0,7 µl de ligasa y se incubó una noche a + 4° C. El día siguiente se transformó en bacterias 
competentes (E. coli) (Mix & Go Competent Cells, Zymo research) cultivadas en placas de 
Petri con medio de cultivo LB + IPTG + Xgal Ampicilina a 37° C. Finalmente se extrajo el 
plásmido de tres colonias positivas con el kit FavorPrepTM Plasmid DNA Extraction (Favorgen), 
que se secuenciaron en ambas direcciones mediante secuenciación Sanger (Macrogen).  
Una vez las secuencias de la región control y del gen Nd6 secuenciadas, se analizaron con 
Bioedit (versión 7.0.9.0) (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), y finalmente se 
ensamblaron al genoma mitocondrial. La anotación del genoma mitocondrial del urogallo se 
realizó utilizando los servicios de la web MITOS (http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/help.py) 
(Bernt et al. 2013) y tRNA scan-SE (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/) (Lowe y Eddy 1997). 
Las anotaciones de los genes codificadores de proteínas (PCG), los ARN de transferencia 
(ARNt) y los genes de ARNr se refinaron comparándolos manualmente con el genoma 
mitocondrial de L. tetrix (Li et al. 2016). El dibujo circular del genoma mitocondrial se realizó 
con las herramientas OrganellarGenomeDRAW (http://ogdraw.mpimp-golm.mpg.de/) 









4.1. Comparing methods for estimating the abundance 
of Western Capercaillie Tetrao urogallus males in 
Pyrenean leks: singing counts versus genetic analysis of 
non-invasive samples.
Bird Study (10.1080/00063657.2020.1720594) 
Authors: Gaël Aleix-Mata, Begoña Adrados, Mathieu Boos, Evelyn Marty, 
Pierre Mourieres, Gregory Tucat, Nicolas Thion, Marc Mossoll-Torres, 
Jesús M. Pérez, Antonio Sánchez. 

Capítulo 4.1 
Abundance of Western Capercaillie males in Pyrenean leks 
61 
Resumen. 
Estimas poblacionales de los machos de urogallos Tetrao urogallus se llevaron a cabo 
durante la época de apareamiento utilizando dos métodos: conteos de machos al canto y 
muestreo no invasivo y análisis genéticos. Las estimaciones del número de machos fueron en 
promedio un 50% más bajas utilizando los conteos de machos al canto en comparación con 
las estimaciones obtenidas mediante el muestreo no invasivo y análisis genéticos, siendo las 
subestimaciones mayores cuando el número de urogallos en el cantadero era bajo. 
Abstract. 
Population estimates of male western capercaillies Tetrao urogallus were carried out 
during the mating season using two methods: counts of singing males and non-invasive 
genetic analysis. Estimates of male numbers were 50% lower using the singing counts 
compared to the estimates obtained through genetic analysis, and underestimates were 
greatest when the number of capercaillies was lowest.
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Resumen. 
El urogallo (Tetrao urogallus) es un ave Galliforme que se encuentra en los bosques 
maduros boreales desde Escandinavia hasta Siberia oriental, con una población fragmentada 
en el suroeste de Europa. Hemos extraído ADN de una muestra de un ejemplar de T. urogallus 
aquitanicus usando el kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) y ensamblado el genoma 
mitocondrial completo combinando los datos de secuenciación Illumina y Sanger. El genoma 
mitocondrial de T. urogallus tiene 16683 pares de bases (pb) y es muy similar al de Lyrurus 
tetrix (16677 pb). El genoma mitocondrial de T. urogallus contiene los 13 genes codificantes 
para proteínas (PCGs), 22 ARNs de transferencia, 2 ARNs ribosómicos (rRNAs) y una región 
de control. El número, orden y orientación de los genes mitocondriales son los mismos que 
en L. tetrix y en otras especies de esta familia y de otras familias de aves. Los tres dominios 
de la región control contenían secuencias conservadas (ETAS; CSBs), “cajas” (Box-F, E, D, C, 
B, BS-Box-), el origen de replicación de la cadena H (OH) y promotores bidireccionales de la 
traducción (LSP/HSP). Las filogenias obtenidas para las especies de Phasianidae utilizando 
para el análisis tanto los PCGs como los genomas mitocondriales completos concuerdan con 
la clasificación actual para esta familia.
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Abstract. 
The western capercaillie (Tetrao urogallus) is a Galliforme bird, found typically in 
boreal climax forests from Scandinavia to eastern Siberia but also in a fragmented population 
in southwestern Europe. We extracted the DNA using a DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) 
from liver tissue of T. urogallus aquitanicus. The complete mitochondrial genome 
(mitogenome) sequence was obtained by combining Illumina and Sanger sequencing 
sequence data. The mitochondrial genome of T. urogallus is 16,683 bp long and is very similar 
to that of Lyrurus tetrix (16,677 bp). The T. urogallus mitogenome contains the normal 13 
protein-coding genes (PCGs), 22 transfer RNAs, 2 ribosomal RNAs, and the control region. 
The number, order, and orientation of the mitochondrial genes are the same as in L. tetrix 
and in other species of the same and other bird families. The three domains of the control 
region contained conserved sequences (ETAS; CSBs), boxes (F, E, D, C, B, BS box), the putative 
origin of replication of the H-strand (OH) and bidirectional promoters of translation 
(LSP/HSP). The phylogenies obtained for the Phasianidae species using both the PCGs and 
complete mitogenomes for the analysis agree with the current classification for this family
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Resumen. 
El lagópodo alpino (Lagopus muta) tiene una distribución geográfica Holártica dentro 
de la cual su estatus cambia localmente de amenazado a abundante. Para una correcta 
gestión en diferentes escenarios de las poblaciones se requieren estimaciones precisas y 
exactas de la abundancia y/o densidades de las aves. Hemos utilizado un conjunto de datos 
geolocalizados de 56 muestreos de machos al canto realizados entre 2003 y 2017 para 
estimar la densidad del lagópodo alpino pirinaico (L. m. pyrenaica). Hemos analizado este 
conjunto de datos utilizando dos metodologías i) el método de los muestreos por parcelas 
(PS) con dos rangos de detección efectivos (EDR) de 250 m y 350 m y ii) el método de 
muestreos por distancia (DS). Nuestros resultados han mostrado que las estimaciones de 
densidad obtenidas por DS son más precisas y entre un 30 y un 87 % más altas que las 
obtenidas por PS utilizando un EDR de 250 m y 350 m. Los conteos realizados con PS 
subestiman las poblaciones y son menos precisos que los realizados por DS; este sesgo se 
magnifica cuando se usan EDR elevados. El monitoreo del lagópodo alpino en el Pirineo 
podría mejorarse significativamente con un mayor uso del método de estima por DS. 
Abstract. 
The rock ptarmigan (Lagopus muta) has a wide Holarctic geographical range, within 
which its status changes locally from threatened to abundant. For the correct management 
of populations under differing scenarios, accurate and precise estimates of bird abundances 
and/or densities are required. We used geolocated datasets from 56 counts of singing males 
carried out in 2003-2017 to estimate the density of Pyrenean rock ptarmigan (L. m. 
pyrenaica). We analysed these dataset using two methodologies i) a plot-sampling approach 
(PS) with two effective detection ranges (EDR) of 250 m and 350 m and ii) a conventional 
distance-sampling approach (DS). Our results showed that the estimates density obtained by 
DS were more precise and 30–87 % higher than those obtained by PS using 250 m and 350 m 
EDR. Monitoring with PS underestimates populations and is less precise than DS; this bias is 
magnified when high EDR values are used. The monitoring of the Pyrenean rock ptarmigan 
could be significantly improved with greater use of DS method.
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Resumen. 
El lagópodo alpino (Lagopus muta) es un galliforme críptico que tiene la mayor 
distribución de su género. Obtener una estimación precisa del número de individuos es 
crucial para un manejo adecuado de las poblaciones silvestres. Los programas de monitoreo 
suelen basarse en conteos directos o indirectos, tras los cuales los datos se convierten en 
índices de abundancia y densidad. Se han monitoreado tres áreas para evaluar la precisión 
de dos métodos para estimar la densidad de esta especie, Distance Sampling (PC-DS) y 
muestreo no invasivo y análisis genéticos (NIS-GA). Para ello, se realizaron un conteo desde 
puntos fijos de los machos al canto en cada área, seguido de una recolección de heces. Los 
datos del conteo desde puntos fijos se analizaron con Distance Sampling convencional para 
obtener la densidad de cada área (estimación PC-DS). Las heces fueron genotipadas y sexadas 
para determinar cuántos especímenes están presentes en las áreas muestreadas (estimación 
NIS-GA). Las estimaciones PC-DS son un 14% superiores a las NIS-GA, además los resultados 
obtenidos serán útiles para diseñar futuros estudios comparativos. 
Abstract 
The rock ptarmigan (Lagopus muta) is a cryptic galliform with the largest distribution 
of this genus. Obtain an accurate estimates of the abundance of individuals is crucial for a 
proper management of wildlife populations. Surveillance programmes are usually based on 
direct or indirect surveys, after which the data are converted into indices of abundance and 
density. A monitoring was performed in three areas for to assess the accuracy of two 
methods to estimate the density of this species, Distance Sampling (PC-DS) and non-invasive 
sampling and genetic analysis (NIS-GA). One Point-count of the singing males was performed 
in each area fallow-it by a faeces collection, the data of the Point-count were analysed under 
the conventional Distance Sampling approach to obtain the density of each area (PC-DS 
estimation). The faeces were genotyped and sexed to determine how many specimens are 
presents in the sampled areas (NIS-GA estimation). The PC-DS estimations are 14% higher 
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Introduction. 
For a proper management of wildlife populations, obtain an accurate estimates of 
the abundance of individuals is crucial (Shea 1998; Williams et al. 2002). Methods giving 
precise and accurate estimates of density are needed for address population’s status and 
trend in order to implement and/or evaluate management measures (Greenwood and 
Robinson 2006). In the case of game species, reliable density estimates are pivotal to know 
and quantify the impact of hunting on the population viability (Franchesi et al. 2014). 
However, obtaining reliable estimates of the abundance of wild species, particularly birds, is 
not a simple task (Bibby 2004; Buckland et al. 2008).  
Surveillance programmes focussed on population trends are usually based on direct or 
indirect surveys, after which the data are converted into indices of abundance and density 
(Gregory et al. 2004; Bart 2005). Some approaches, such as Distance Sampling (Buckland et 
al. 2001), permit go further and apply detection functions for obtaining precision of 
estimated densities (Buckland et al. 2008; Franchesi et al. 2014). However, it is important to 
re-evaluate and compare the estimations methods used to assess their accuracy and to 
optimize sampling effort for a better use of available resources (Cagnacci et al. 2013; Aleix-
Mata et al. 2020b). Moreover, comparison of different methods helps us for selecting the 
best method for a particular species and habitat (Blondel et al. 1981; Evans et al. 2007). 
The rock ptarmigan Lagopus muta, is a cryptic galliform with an Arctic–Alpine distribution 
(the largest one within this genus) (Storch 2007). Globally, it is categorized as Least Concern, 
but is Near Threatened in France and Vulnerable in Spain and other European countries 
(Canut et al. 2004; BirdLife International 2015; BirdLife International 2016; UICN France et al. 
2016). The rock ptarmigan has become isolated in the mountainous massifs of southern 
Europe after the last glaciations (Taberlet et al. 1998; Caizergues et al. 2003) where it selects 
rocky and stony areas in the highest altitudes (≥ 1800 m) and the coldest mountain slopes, 
where the climatic conditions are the more favourable for this species (Favaron et al. 2006; 
Nelli et al. 2013; Bisi et al. 2017). In the Pyrenees and in the Alps we found two different 
subspecies, L. m. pyrenaica and L. m. helvetica respectively (Caizergues et al. 2003). 
Monitoring populations of this subspecies is challenging due to the rugged terrain and harsh 
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climate conditions of its habitats (Marty and Mossoll-Torres 2012; Pedersen et al. 2012) and 
also to its cryptic nature and elusive behaviour (Favaron et al. 2006; Pedersen et al. 2012; 
Jakob and Ponce-Boutin 2013; Furrer et al. 2016).  
The best timing for carrying out such activities is during the mating season (spring), when the 
males sings and are most conspicuous since they have the intermediate moulting plumage 
(Watson 1965; Bergerud and Mercer 1966). Until now, some field protocols have been 
developed to obtain population data, being the count of the singing males from sampling 
points: Point-counts the most widely used (Marty and Mossoll-Torres 2012). To estimate 
densities of rock ptarmigan, data obtained from these Point-counts can be analysed in two 
different ways: under a Plot Sampling scheme (Marty and Mossoll-Torres 2012; Aleix-Mata 
et al. 2020b) or using Distance Sampling (Franchesi et al. 2014; Aleix-Mata et al. 2020b). 
Comparative studies of both approaches evidenced that Distance Sampling gives higher and 
more precise estimates of density than Plot Sampling (Franchesi et al. 2014; Aleix-Mata et al. 
2020b).  
Another method employed to estimate the number of specimens of the western capercaillie, 
Tetrao urogallus, is based on the non-invasive sampling (feathers, faeces) and genetic 
analysis (NIS-GA) (Jacob et al. 2010, Mollet et al. 2015, Rösner et al. 2013; Aleix-Mata et al. 
2020a). This method, allows to obtain densities 48 % higher than those given by direct counts 
on the field (Aleix-Mata et al. 2020a). Unlike other monitoring methods (e.g., acoustic 
recordings) (Marin-Cudaz et al. 2019), this methodology provides information for each 
individual through several years. If the protocol for collecting samples is adapted to the 
nature of the studied species, estimated densities as well as other demographic parameters, 
such as sex-ratio, obtained by non-invasive sampling and genetic analysis could be less biased 
and match better with the real population parameters (Donald, 2007; Lentner et al. 2018; 
Aleix-Mata et al. 2020a; 2020c). However, until now NIS-GA has not yet been applied to 
estimate population size of the rock ptarmigan. 
To date, there is no a gold-standard method for comparing estimates and obtaining their 
accuracy (e.g., in relation to the real population size) for this species. A possible alternative 
to overcome this obstacle is to use populations with known size or artificial populations (e.g., 
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those simulated by audio devices) (Alldredge et al. 2008). However, from technical and 
logistical viewpoints, this is a very difficult task, but the combination of such strategy with 
NIS-GA could be a good alternative. 
The aim of this study is to estimate the size of the rock ptarmigan population in the study 
areas using NIS-GA, and compare the results obtained with those given by Point-count and 
Distance Sampling (PC-DS) protocols.  
Material and methods. 
Study area. 
The study was conducted in three small areas: Isère (French Alps; 45°11'N, 6°9'E), 
Ariège (French Pyrenees ; 42°42'N, 1°58'E) and Andorra (42°32'N, 1°25'E) (Fig. 1). The whole 
study area covered about 550 ha (280 ha in Isère, 140 ha in Ariège and 130 in Andorra), in 
which all rock ptarmigan habitats above the treeline (≥ 1800 m) were included. In these areas, 
due to the altitude, the climate is highly changeable with abundant rainfall, especially in 
spring (López-Moreno and Vicente-Serrano 2007; Dumont et al. 2019). The study was carried 
out during the mating season (spring 2017) and all surveys were performed from April 31th 
to June 8th. 
Figure 1. Location of the study areas (represented by dots). 
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To compare the two estimation methods, PC-DS and NIS-GA, one survey in each area 
was carried out. Each survey consisted in counting rock ptarmigan singing males from tree 
points (Point-count), followed by a collection of faeces.  
The Point-counts were performed from three sampling points per area with an observer per 
point. In order to increase sample size (e.g., number of observations) the sampling points 
were placed between 250 to 450 m from each other (Fig. 2). Accessibility and observer’s 
safety were always taken into account. Observations from each Point-count started one hour 
before and finished half an hour after sunrise, coinciding with maximum rock ptarmigan 
singing activity (Marty and Mossoll-Torres 2012). Observers took up position at the sampling 
points in the dark before the beginning of counting, and during 1.5 hours observers recorded 
the time and location (on a 1: 25000 map) of each detected rock ptarmigan call. When calls 
were not accurately located, after finishing Point-counts, the observer(s) went to the specific 
point to confirm the exact position taking in account the feathers, traces in the snow, or 
droppings. When the Point-count was finished, the observers pooled their observations, in 
order to eliminate doubtful observations, potential double counts, and group all the 
observations on a 1: 25000 summary map (Aleix-Mata et al. 2020b) (Fig. 2). 
For comparing densities estimates obtained by PC-DS and NIS-GA, faeces were collected in a 
radius of 250 m around the sampling points. This distance corresponds to the effective 
detection radius for this species (Marty and Mossoll-Torres 2012; Franceshi et al. 2014; Aleix-
Mata et al. 2020b). At the end of each Point-count, and after the pooling of the observations, 
all fresh faeces were collected in the area defined by the sampling points, performing 
transects separated 25 m each other, following the contour lines. Only faeces considered as 
recent and well preserved were collected (e.g., not too discoloured by the sun with evident 
uric acid, white end, and whole). Every stool was individually placed in a Falcon tube with 
silica gel and its location was georeferenced using a GPS. Once in the lab, they were stored 
at -20° C until analysis (Aleix-Mata et al. 2020a). To avoid any accident the dangerous zones 
were not sampled, hence the prospected area correspond to the sampling area without the 
dangerous zones (Fig. 2).  
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Data analysis (PC-DS). 
To estimate the density of rock ptarmigan with PC-DS, the summary maps of each 
Point-count were digitized to calculate the detections distances (those between the sampling 
points and detected ptarmigans: radial distances) using Quantum GIS (QGIS Development 
Team 2014). As stated by Aleix-Mata et al. (2020b), the method used to perform the Point-
counts avoids violating Distance Sampling assumptions: a) arriving at night at the sampling 
Figure 2. Detail of the sampled areas; a) Isère; b) Ariège; c) Andorra. The position of the sampling 
points, areas delimitation, the rock ptarmigans detected, collected faeces location, and the dangerous 
zones (not sampled) are represented.  
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point; b) recording each bird at their first location; c) geolocation of each sampling point and 
each rock ptarmigan detected; d) use of a GIS program to calculate the detections distances. 
Data obtained from each Point-count were analysed under the conventional Distance 
Sampling approach (Buckland et al. 2001). As recommended by Thomas et al. (2010), we used 
the following detection functions: i) half-normal key with cosine adjustment, ii) half-normal 
key with hermite polynomial adjustment, iii) uniform key with cosine adjustment and iv) 
hazard-rate key with simple polynomial adjustment. The number and order of adjustment 
terms required for the analysis were automatically selected by Distance using the databased 
criteria with three maximum terms, of the AIC selection criterion (Franceschi et al. 2014). The 
encounter rate was obtained for each Point-count and its variance was empirically estimated 
(Buckland et al. 2001; Franceschi et al. 2014; Pérez et al. 2015; Aleix-Mata et al. 2020b). All 
the analyses were performed with Distance 7.0 Beta 3 (Thomas et al. 2010) without 
truncating observations, and without grouping data into distance intervals. Both densities 
and theirs associated CVs were calculated for each count. 
Genotyping and sexing samples (NIS-GA). 
DNA of each sample was extracted using the QIAamp® DNA Stool Mini Kit and the 
QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), and the DNA was eluted in 150 
µl of TLE buffer (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) and stored at 4 °C until analysis. Each 
batch of extractions (n = 24) were performed in an isolated area of the laboratory, and the 
working area and the equipment used to handling samples were washed with 20 % bleach 
solution between manipulation of each sample (Aleix-Mata et al. 2020a). A quarantine period 
of a minimum of 24 hours was respected before performing any PCR or other round of DNA 
extraction. To evaluate the yield of extracted DNA a PCR control was performed using LM-
Cont-F and LM-Cont-R primers, following the protocol described by Aleix-Mata et al. (2020c). 
DNA samples without amplification of this control PCR were discarded, and those giving 
successful PCR amplification were genotyped and sexed. For genotyping and sexing the 
samples, the primers, the four PCR multiplex, the multi-tube approach with three replicates 
per locus and sample as described by Aleix-Mata et al. (2020a). For genotyping samples, the 
primers set described by Constanzi et al. (2018) was used, but excluding locus Mut 12, as 
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recommended by Aleix-Mata et al. (2020c). Sexing was performed using PU and P8mod 
primers (Pérez et al. 2011) amplifying a fragment of the sex-linked chromodomain-helicase-
DNA-binding protein (CHD) gene. The PCR product was run on a Genetic Analyzer 3500 
(Applied Biosystem), provided by the technical services of the University of Jaén. Alleles were 
sized using the GeneMapper Software version 4.1 (Applied Biosystems). With the three 
replicates per locus and sample, a consensus genotype was established, and quality index 
(QI) similar to the one described by Miquel et al. (2006) was calculated (Aleix-Mata et al. 
2020c). Samples with a QI less than 0.6 or with more than four non-genotyped loci were 
discarded from further analyses. The final number of specimens genotyped was obtained 
using Gimlet v1.3.3 (Valière 2002) and the probability of identity, unbiased (P(ID)) and 
between siblings (P(ID)sib) (Waits et al. 2001) were obtained using Cervus v3.0.7 (Field 
Genetics; Marshall et al. 1998). Density of males present in each prospected area (D̂), was 
calculated by dividing the number of males genotyped in each area by the surface of each 
prospected area (whole sampled area excluding dangerous zones), and multiplying it by 100 
to get a density per km2: 
D̂ = N 𝑔𝑒𝑛𝑜𝑡𝑦𝑝𝑒𝑑 𝑚𝑎𝑙𝑒𝑠𝑃𝑟𝑜𝑠𝑝𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑎𝑟𝑒𝑎 100 
A Wilcoxon paired signed-ranks test was used, to compare the densities estimated by PC-DS 
and those obtained by NIS-GA. 
Results. 
During the study, three Point-counts were carried out and 18 male rock ptarmigan 
were detected from the 9 sampling points (Table 1). In all cases, the uniform function with 
cosine expansion was selected by Distance modelling. The distance of detection ranged from 
39 to 284 m (mean = 139.3 m ± 78.6 m). PC-DS estimates of male density varied from 17.1 to 
23.2 ♂/km², with associated coefficient of variation ranging from 7.7 to 61.9 %, being higher 
for those counts with few observations (Ariège and Andorra) (Table 1).  
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During the NIS-GA sampling, a total of 106 samples were collected (44 in Isère, 26 in Ariège, 
and 36 in Andorra). The PCR control allowed us to discard 28 samples (26 %) and the 
remaining 78 samples (74 %) were genotyped and sexed. Finally, 72 samples (68 % out of the 
106 collected) were successfully genotyped and sexed. The estimated probability of identity 
(P(ID)sib = 8.9 x 10-7) indicated that the 15 loci used permit discriminating specimens with a 
high degree of confidence. The microsatellite analysis demonstrated that the 72 genotyped 
samples belonged to 39 rock ptarmigan specimens: 19 males and 17 females. Since females 
cannot be detected by song (Bergerud and Mercer 1966; Pelletier and Krebs 1997), they were 
not taken into account in this analysis. Densities of males obtained with NIS-GA varied from 
9.3 to 21.3 ♂/km2 (Table 1). 
Densities estimated by PC-DS were 14% higher than those obtained by NIS-GA, however this 
difference was not significant (Wilcoxon paired signed-ranks test: z = -1.069; N = 3; Df = 2; P 
= 0.28).  
Discussion. 
The spring rock ptarmigan densities were estimated with two methods, PC-DS and 
NIS-GA. The field data used to estimate the densities by PC-DS were obtained by Point-counts 
(Marty and Mossoll-Torres 2012) and as stated by Aleix-Mata et al. (2020b) these protocols 
meet the basic assumptions required by the conventional Distance Sampling approach. The 
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faeces used for the NIS-GA were collected the same day and in a radius of 250 m around the 
sampling points. Therefore, the estimated densities obtained with both methods can be 
compared, as happen in similar studies focussed on the western capercaillie (Aleix-Mata et 
al. 2020a). 
The density estimates obtained by PC-DS varied from 17.1 to 23.2 ♂/km2 depending on the 
area, and their associated CVs varied greatly from 7.7 to 61.9%, being estimates of the 
Pyrenean areas those with the highest CVs. In fact, when working with small number of 
observations/detections, these CV values are expected to become high, therefore increasing 
the number of sampling points (sampling effort) could allow us to increase precision of 
estimated density (Buckland et al. 2001; Aleix-Mata et al. 2020b). This was the case of Ariège 
and Andorra, where only four and two detections, respectively, of rock ptarmigan were 
achieved, giving CV values ≥ 50 %. In fact, the density obtained for the Isère population was 
more precise (CV = 7.7 %, Table 1). The number of daily-detected singing males can become 
very variable. In the Pyrenees, the peak of singing activity occurs between 10th to 25th May 
(Marty and Mossoll-Torres, 2012). Because of logistical limitations, counts included in our 
study were carried out late in the mating season (7th - 8th June), and this fact could explain, 
at least in part, the low number of animals detected in Ariège and Andorra. In Isère, the 
counts were carried out one week early, and the observed singing activity was higher with 
the subsequent increase of detections (13 males). This fact suggest the need to standardize 
and synchronize sampling efforts for later comparison of rock ptarmigan densities.  
The estimates obtained by NIS-GA varied from 9.3 to 21.3 ♂/km2. As the sampling protocol 
was designed taking into account the biological characteristics of the target species and 
adapted to environmental and topographic characteristics of the surveyed areas, we can 
expect that the parameters estimated by this procedure were less biased and best related to 
the actual population parameters (Donald 2007; Lentner et al. 2018; Aleix-Mata et al. 2020c). 
In this study the protocols for faeces collection were designed to minimize the bias due to 
the observer: faeces were collected systematically, with an equivalent sampling effort for the 
whole prospected area. Moreover, it is interesting to note that during the Point-counts any 
rock ptarmigan was detected in the dangerous zones (Fig. 2). In addition, the protocols 
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followed for genotyping and sexing the samples, repeating each PCR three times, allow to 
have an accurate determination of the genotype and sex (Aleix-Mata et al. 2020c), which 
permit avoid possible errors that could generate over- or underestimation of the specimens 
in populations (Navidi et al. 1992; Creel et al. 2003).  
In average, densities obtained by PC-DS were 14 % higher than those given by NIS-GA, 
however such differences were not significant. Compared to other methods such as Plot 
Sampling, Distance Sampling seems to be adaptable for estimating rock ptarmigan densities 
since it usually gains precision (Buckland et al. 2001; Franchesi et al. 2014; Aleix-Mata et al. 
2020b). The estimates obtained by the NIS-GA were usually considered closer to the actual 
population sizes (Lenter et al. 2018; Aleix-Mata et al. 2020a) and it can be expect that they 
would be similar to those given by PC-DS. However, the high associated CV values obtained 
(50 % in Andorra and 61.9 % in Aiège) suggest that these results must interpret with 
precaution: one thing is the precision of a sampling method and other one is a high variation 
between local densities. In Ariège, the number of genotyped specimens was very small, and 
was not in line with results obtained in previous Point-counts surveys. In fact, in Ariège, most 
of samples were collected in a small area (Fig. 1b), because of difficulty in finding samples in 
an important surface as a consequence of the abundant vegetation. Therefore, this fact 
probably contributed to obtain underestimated densities in this location.  
In summary, in Isère the densities estimated by the different methods were close each other, 
being more precise (lower CV) those obtained with PC-DS. In Andorra, the estimates were 
also quite similar, however the CV associated to the PC-DS density estimates was very high. 
On the contrary, in Ariège, the estimated densities given by both methods were more 
divergent and also had a very high CV values. At this point, we have detected some elements 
(date of the Pyrenean surveys, vegetation of Ariège area) that make us doubt that the results 
obtained in this work can be used to compare confidently the two estimation methods, PC-
DS and NIS-GA. However, this exploratory analysis shows a certain relationship between the 
estimates obtained with the both methods. Therefore, these results could be very useful for 
designing future studies, which will allow us to compare both methods. Moreover, it will be 
possible to estimate the actual size of the populations with the NIS-GA, increasing the 
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number of sample collections, in order to apply the Capture-Recapture models for non-
invasive samples (Mondol et al. 2009).  
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Resumen. 
En la mayoría de las especies unisexuales, el número de machos y de hembras es 
aproximadamente igual. La proporción de sexos de los adultos (ASR) es un parámetro 
demográfico clave para la conservación y la gestión de las especies silvestres. Sin embargo, 
en el caso de las aves monomórficas como el lagópodo alpino Lagopus muta la estimación 
de la proporción de sexos es difícil. Para comprobar si la proporción de los sexos es 
equilibrada, hemos analizado la proporción de los sexos de los adultos de este tetraónido 
con dos métodos diferentes, utilizando la individualización por microsatélites de muestras 
no invasivas (heces) y los datos de ejemplares cazados en los Alpes y los Pirineos franceses. 
Los resultados de nuestro estudio no invasivo revelaron una ASR equilibrada en primavera, 
mientras que los especímenes cazados tenían una proporción fuertemente sesgada a favor 
de los machos en los adultos, pero una proporción de sexos aproximadamente equilibrada 
en los jóvenes (< 1 año). La proporción de los sexos estimada a partir de los datos de caza 
puede estar sesgada en la población adulta y, como ocurre en otras especies, no es 
representativa de la proporción de los sexos real. Nuestros resultados sugieren que, 
suponiendo que la estrategia de muestreo fuese adecuada, el muestreo no invasivo y análisis 
genético es un buen método para estimar la ASR. 
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Abstract. 
In most unisexual species, the numbers of male and female specimens are 
approximately equal. The adult sex ratio (ASR) is a key demographic parameter for the 
conservation and management of wild species. However, in the case of monomorphic birds 
such as the rock ptarmigan Lagopus muta the estimation of the sex ratio is difficult. To test 
if the sex ratio is balanced, we analysed the adult sex ratio of this tetraonid with two different 
methods, using the microsatellite individualisation of non-invasive samples (faeces) and the 
hunting bag data of specimens hunted in the French Alps and Pyrenees. The results of our 
non-invasive study revealed a balanced ASR in spring, whereas hunted specimens had a 
strongly male-biased ratio for adults but an approximately balanced sex ratio for juveniles (< 
1 year). The sex ratio estimated from hunting data may be biased in adult population and, as 
occurs in other species, is not representative of the overall sex ratio. Our results suggest that, 
assuming our sampling strategy was adequate, the non-invasive sampling is a good method 










5.1. Aspectos metodológicos. 
Una parte importante en el desarrollo de esta tesis fue la puesta a punto de los 
protocolos para los análisis genéticos de las muestras de heces recogidas en el campo. En 
esta puesta a punto, se buscó optimizar el porcentaje de muestras que eran analizadas con 
éxito, aumentar la fiabilidad de los resultados y disminuir los costes por muestra asociados a 
esta metodología.  
En cuanto al porcentaje de muestras analizadas con éxito, en el caso del urogallo, se pudieron 
analizar (genotipar y sexar) con éxito el 93 % de las muestras que se recogieron en el campo, 
siendo este porcentaje uno de los más elevados de los descritos en este tipo de estudios para 
esta especie (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). De hecho, este porcentaje es muy 
variable en diferentes estudios, encontrándose entre el 26 y 75 % (Regnaut et al. 2006; Jacob 
et al. 2010), el 75 y 80 % (Bañuelos et al. 2019; Cayuela et al. 2019), e incluso en algunos 
casos superior al 90 % (Rösner et al. 2014; Vallant et al. 2018; Aleix-Mata et al. 2020a; 
Capítulo 4.1). En el caso del lagópodo alpino el porcentaje de heces que se analizó con éxito 
fue más bajo y se situó alrededor del 68 % (Aleix-Mata et al. 2020c; Capítulos 4.4 y 4.5), sin 
embargo, no se encontraron estudios similares en lagópodo alpino para poder comparar. 
Comparando los datos de esta especie con los que se obtuvimos en el urogallo, usando los 
mismos protocolos de conservación y de análisis de las muestras, el porcentaje de muestras 
analizadas con éxito de lagópodo alpino fue un 25 % inferior al obtenido en el urogallo. Varios 
parámetros pueden explicar esta diferencia, como el estado de conservación y el tamaño de 
las muestras. Además, otro aspecto importante fue el tiempo en que las muestras estuvieron 
expuestas al medio desde que fueron expulsadas. Según Jacob et al. (2010) es recomendable 
muestrear heces lo más frescas posible, menos de dos días. En el caso del urogallo, al estar 
los individuos agregados en cantaderos la recolección de heces frescas fue sencilla, ya que se 
concentran en un área muy concreta. Además, al estar en el bosque sus heces no estaban 
expuestas directamente al sol, lo que las conserva en mejores condiciones y nos permitió 
estimar que la mayoría de las heces de urogallo recogidas no tenían más de dos días. Sin 
embargo, en el caso del lagópodo alpino, fue más complicado muestrear heces frescas ya 




muestreos es muy difícil encontrar heces que no tengan más de dos días. Además, al estar 
expuestas directamente al sol, se secan y degradan más rápidamente (Regnaut 2004), lo cual 
hizo complicado estimar el tiempo transcurrido desde su deposición, dificultando su 
identificación y recolección para los análisis genéticos. Por lo tanto, para evitar recoger heces 
demasiado antiguas, que no se podrían analizar con éxito, se establecieron los siguientes 
criterios de recolección: debían estar enteras, no demasiado descoloridas por el sol y con el 
ácido úrico (blanco en los extremos) aún visible (Aleix-Mata et al. 2020c; Capítulos 3; 4.4; 
4.5). Otro parámetro que influyo en la eficiencia de muestras analizadas fue el tamaño de las 
heces. Mientras las heces de urogallo miden entre 4 y 6 cm de largo con un diámetro de entre 
7 y 13 mm (Couturier y Couturier 1980), las de lagópodo alpino miden entre 1,5 y 2 cm de 
largo con un diámetro de entre 5 y 7 mm (Couturier 1964). Así, aun procesando las heces de 
lagópodo alpino enteras, la cantidad de muestra es mucho menor que la procesada en el 
caso del urogallo. Lo que implica que la cantidad de ADN extraído de las muestras de 
lagópodo alpino fuese mucho menor, y explica en parte las diferencias en el rendimiento 
entre las dos especies.  
Otro aspecto que seguro que influyó en la obtención de estos porcentajes de muestras 
analizadas con éxito fueron las modificaciones realizadas en los protocolos de los kits 
comerciales de extracción de ADN. Estas modificaciones permitieron adaptarlos a las 
muestras totalmente deshidratadas, ya que fueron conservadas usando gel de sílice. El grado 
de deshidratación hacía que las muestras absorbiesen la mayor parte de la solución de lisis 
lo que dificultaba la homogenización, el centrifugado y finalmente la recuperación de la 
cantidad suficiente de la misma para poder trabajar. Por lo tanto, tal y como se recomienda 
en estudios anteriores que usaron los mismos kits de extracción de ADN, se aumentó el 
volumen de esta solución lo que permitió homogeneizar mejor la muestra (Jacob et al. 2010; 
Rösner et al. 2014). Esto, condicionó que los primeros pasos de la extracción de ADN se 
llevasen a cabo en un tubo de 15 ml. Sin embargo, al estar las heces deshidratas, absorben 
mucha cantidad de la solución de lisis, y los pasos de centrifugación recomendados por el 
fabricante, no eran suficientes para separar la parte solida de las muestras del sobrenadante. 
La solución a este problema, y posiblemente la variación más relevante del protocolo, fue la 




centrifugación, permitió comprimir las partes solidas de las muestras en el fondo del tubo y 
recuperar el volumen de sobrenadante requerido añadiendo solo 2 ml de solución de lisis. 
Estas modificaciones permitieron i) una mejor separación de las partes sólidas y recuperar 
un volumen suficiente de sobrenadante; ii) un mejor lisado de las células presentes en las 
muestras; y iii) un sobrenadante con más concentración de ADN. Todos estos cambios 
mejoraron y facilitaron el proceso de extracción del ADN de las muestras, y por tanto 
permitieron obtener los porcentajes de éxito tan altos.  
En otros estudios se obtuvieron porcentajes de éxito similares (91 %) recuperando las células 
de la superficie de las heces con hisopos secos (Segelbacher y Steinbrück 2001; Vallant et al. 
2018). Pero en esta tesis se optó por procesar las muestras enteras o simplemente 
cortándolas por la mitad si eran muy grandes (heces de urogallo) reduciendo la manipulación 
de las muestras y las posibles contaminaciones cruzadas al máximo.  
También es interesante destacar que el cambio del Kit de extracción de ADN por el fabricante, 
sustituyendo el QIAamp® DNA Stool Mini Kit, usado al principio del estudio, por el QIAamp® 
Fast DNA Stool Mini Kit, mejoró el porcentaje de muestras analizadas con éxito. En el caso 
del lagópodo alpino, analizando cronológicamente los resultados obtenidos por Aleix-Mata 
et al. (2020c) (Capítulo 4.5) vemos que el porcentaje de muestras analizadas con éxito pasa 
de 59 % en 2017 en la zona de Isère, a 73 % en 2018 y 89% en 2019 en la zona de Andorra 
con el uso del nuevo Kit de extracción. Por lo tanto, las modificaciones aportadas por el 
fabricante al nuevo kit de extracción de ADN combinadas con las modificaciones 
mencionadas anteriormente, permitieron incrementar el porcentaje de muestras analizadas 
con éxito. Sin embargo, todavía no se ha utilizado el nuevo kit de extracción de ADN en 
muestras de urogallo, y es posible que también se incremente el porcentaje de muestras 
analizadas con éxito en esta especie.  
Otro aspecto metodológico que se quiso optimizar fue la fiabilidad de los resultados 
obtenidos. Al analizar muestras no invasivas (heces, pelos, plumas, etc.) el ADN que se 
obtiene suele estar en concentraciones bajas y parcialmente degradado (Taberlet et al. 1996; 
Regnaut 2004; Regnaut et al. 2006). Esto, puede generar “allele drop-out” y / o falsos alelos, 




individuos (Navidi et al. 1992; Creel et al. 2003). Para evitar estos posibles errores, todas las 
PCRs de genotipado y de sexado se realizaron usando la técnica del "multitubo" (Navidi et al. 
1992; Taberlet et al. 1996; Taberlet y Luikart 1999; Goossens et al. 2000) con tres réplicas por 
cada PCR multiplex y por muestra. A partir de los resultados de estas tres replicas se 
estableció una lectura consenso, y se aplicó un índice de calidad (QI) a cada lectura (Miquel 
et al. 2006; Palomares et al. 2017). En otro estudio similar basado en el genotipado y sexado 
de muestras de heces recogidas de forma no invasiva se utilizó la misma metodología, pero 
realizando cuatro réplicas de cada PCR y muestra y descartado las muestras con un QI ≤ 0,5 
(Palomares et al. 2017). En esta tesis se ha buscado un compromiso entre fiabilidad y coste, 
por lo que se realizaron tres réplicas por PCR multiplex y muestra, pero se descartaron las 
muestras con un IQ ≤ 0,6, que se considera es un valor adecuado para este tipo de estudios 
(Miquel et al. 2006). Además, el uso de este índice es muy útil ya que, además de su interés 
para descartar muestras dudosas que pueden generar errores, permitió también detectar los 
loci problemáticos, con patrones difíciles de interpretar o que suelen generar muchos alelos 
falsos (Miquel et al. 2006).  
Otro parámetro que permite evaluar la fiabilidad de los resultados que se obtienen son las 
probabilidades de identidad (Waits et al. 2001). Este valor es la probabilidad para que, con 
un mismo panel de microsatélites, dos individuos muestreados al azar tengan el mismo 
haplotipo, esta probabilidad se calcula sin sesgo P(ID) y para individuos emparentados P(ID)sib
(Waits et al. 2001). Para que los resultados que se obtienen en estudios basados en el 
genotipado mediante microsatélites de muestras no invasivas sean fiables, se requiere que 
la P(ID)sib sea ≤ 10-4 (Latorre-Cardenas et al. 2020). Los resultados obtenidos en este estudio 
cumplen con este criterio, obteniendo en el urogallo una P(ID)sib = 3,1 x 10
-4 (Aleix-Mata et al. 
2020a; Capítulo 4.1) y una P(ID)sib de 9 x 10
-7 para el lagópodo alpino (Aleix-Mata et al. 2020c; 
Capítulos 4.4; 4.5). Por lo tanto, los paneles de microsatélites usados en esta tesis fueron 
suficientes y adecuados para poder discriminar individuos emparentados con un elevado 
grado de fiabilidad. 
Un último aspecto que se ha intentado optimizar fue reducir los costes del uso de esta 




del ADN extraído por PCR permitió descartar las muestras con un ADN que no era válido para 
genotipar y sexar. Esta PCR fue un paso importante que permitió ahorrar recursos y tiempo 
en el laboratorio. La parte más costosa de los análisis genéticos fue el genotipado y el sexado 
a partir del análisis de los fragmentos en el equipo de secuenciación, que representa entre el 
80 y el 85 % del coste total del análisis de una muestra. El otro 15 - 20 % se repartió entre los 
costes de los kits de extracción de ADN, el material fungible, etc. Por lo tanto, fue importante 
poder descartar en la fase inicial del proceso de análisis las muestras que no podrían ser 
geneotipas y sexadas correctamente lo que permitió ahorrar el coste asociado al genotipado 
y el sexado (80 - 85 % del coste total). En el caso del urogallo, esta PCR permitió descartar el 
7 % de las muestras (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1), en el caso del lagópodo alpino 
este porcentaje aumentó hasta el 23 - 26 % (Aleix-Mata et al. 2020c; Capítulos 4.4; 4.5) con 
lo que el ahorro en ambas especies fue considerable.  
Por otro lado, con el fin de reducir los costes, también se trabajó en reducir el número de 
análisis de los fragmentos amplificados en el equipo de secuenciación necesarios para 
genotipar y sexar cada muestra. Para ello se redujo del número de réplicas por PCR multiplex 
y muestra de cuatro a tres. También se optimizaron los Mix de cebadores para poder 
combinar un número más grande de cebadores y reducir el número de PCRs. Así, los 
cebadores de los 14 microsatélites utilizados en el urogallo se agruparon en tres Mix y los de 
los 16 microsatélites usados en el lagópodo alpino en cuatro Mix, lo cual redujo los costes en 
reactivos y en número de lecturas en el equipo de secuenciación. De hecho, la reducción de 
cuatro a tres réplicas o del número de Mix de cuatro a tres, representó un ahorro de 
aproximadamente el 20 % del coste total para cada muestra.  
Estas optimizaciones permitieron reducir los costes de los análisis genéticos, y que por 
ejemplo la monitorización de un cantadero de urogallo a partir de un muestreo no invasivo 
y análisis genéticos tenga un coste similar al que tiene un monitoreo mediante conteos al 
canto (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Además, esta metodología basada en análisis 
genéticos de muestras no invasivas permitió poder identificar un mismo individuo durante 




en los conteos al canto o con las técnicas de monitoreo acústico (Marin-Cudaz et al. 2019; 
Aleix-Mata et al. 2020a; 2020c; Capítulos 4.1; 4.4; 4.5).  
Sin embargo, todavía queda pendiente la optimización del protocolo de recogida de muestras 
en el campo, este se realizó en las parcelas predefinidas de 200 o 250 m de radio para el 
urogallo y el lagópodo alpino respectivamente, realizando transectos paralelos separados 25 
m los unos de los otros, y recogiendo todas las heces frescas que se localizan. Siendo un 
proceso largo y laborioso, y se podría reducir el tiempo de muestreo y el volumen de 
muestras recogidas diseñando un protocolo más selectivo. Mollet et al. (2015), a partir de los 
datos de una simulación redujo su número de muestras hasta el 25 %, sin sesgar el tamaño 
total estimado de la población. Sin embargo, la precisión de sus estimaciones disminuyó 
drásticamente cuando solo usaron entre el 25 y el 50 % de los datos reales. A vista de estos 
resultados, se podría considerar por ejemplo realizar un estudio comparativo de los 
resultados obtenidos analizando todas las muestras recogidas en un muestreo y los 
obtenidos descartando al azar una de cada tres muestras recogidas. Si no se observasen 
diferencias significativas, se podría facilitar y abaratar más el proceso de estima poblacional 
mediante recogida de heces y análisis genéticos realizando los muestreos descartando en el 
campo una de cada tres muestras localizadas.  
Optimizar las técnicas de laboratorio, para los análisis genéticos de las muestras no invasivas, 
permitió obtener, i) un buen porcentaje de muestras analizadas con éxito, ii) resultados muy 
fiables, y iii) reducir los costes de esta metodología. Estos pasos fueron fundamentales para 
que las técnicas de estimación poblacional basada en muestreos no invasivos y análisis 
genéticos puedan ser una alternativa viable y accesible para el monitoreo de los tetraónidos. 
5.2. Urogallo.  
Conteos al canto - Muestreos no invasivos y análisis genéticos 
Durante el periodo comprendido entre 2016 y 2019 se realizaron estudios 




número de machos de urogallo obtenidos mediante los conteos al canto con el obtenido 
mediante un muestreo no invasivo y análisis genético. Estos estudios se realizaron en un área 
circular definida por un radio de 200 m alrededor del escondite desde el cual el observador 
realizaba el conteo al canto.  
En todos los cantaderos estudiados los resultados mostraron que el muestreo no invasivo y 
análisis genéticos permitió detectar por lo menos el mismo número de machos que con los 
conteos al canto. De hecho, en el 27 % de los casos, con ambos métodos se detectaron el 
mismo número de machos, pero en el 73 % de los casos los muestreos no invasivos y análisis 
genéticos permitieron detectar más machos (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Así, en 
algunos cantaderos con este último método se detectaron de dos a tres veces más machos 
que mediante los conteos al canto. De manera general con los muestreos no invasivos y 
análisis genéticos, se pudieron detectar un 50 % más de machos de urogallo en los cantaderos 
que con los conteos al canto (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Estos resultados 
concuerdan con los de Rösner et al. (2014) y Jacob et al. (2010) que detectaron 
respectivamente 1,3 y 2,5 veces más machos de urogallo con los análisis genéticos de 
muestras no invasivas. Igualmente, Lentner et al. (2018) detectaron entre un 25 y un 50% 
más de machos de urogallo con este método con respecto a los conteos al canto. 
Estas diferencias entre los resultados de ambos métodos se pueden deber a varios factores, 
uno de ellos, es el comportamiento de los machos jóvenes de urogallo (< dos años), que no 
se suelen detectar durante los conteos al canto ya que no muestran un comportamiento 
territorial, no cantan, y suelen establecerse en territorios periféricos a los cantaderos (Storch 
1997; Wegge et al. 2003; Mollet et al. 2015). Sin embargo, están presentes en la zona del 
cantadero y por lo tanto se pudieron detectar mediante el genotipado de las heces de los 
mismos. Las perturbaciones que pueden causar los observadores durante el conteo son otro 
factor que también se tiene que considerar en este análisis comparativo. A partir de un 
estudio donde se monitorizó la actividad del canto del urogallo mediante micrófonos 
automatizados en diferentes cantaderos, Abrahams (2019) describió que, durante los días de 
conteos al canto, la actividad del canto disminuyo un 65 % con respeto a los días sin conteos. 




de los observadores que realizaron el conteo, dificultó la obtención de resultados fiables con 
este método, pudiendo subestimar el número de machos presentes en los cantaderos 
(Abrahams 2019). Por otro lado, este mismo autor mostró cómo, independientemente de la 
realización o no de los conteos, la actividad del canto también puede ser muy variable de un 
día a otro. Así, en nuestro estudio en el 53 % de los casos no se detectaron el mismo número 
de machos en las dos replicas e incluso en el 47 % de los cantaderos no se detectó ningún 
urogallo en una de las dos replicas (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Por lo tanto, es 
importante realizar tal y como lo recomiendan Catusse y Novoa (1983) dos conteos por 
cantadero, para evitar subestimar aún más el número de machos de los contaderos.  
Por otro lado, la diferencia en los resultados obtenidos con ambos métodos podría deberse 
al hecho de que el muestreo no invasivo se realizó en un área de 200 m de radio alrededor 
del observador. Esta área se definió en base a estudios previos que estiman que 200 m es la 
distancia máxima a la que se puede escuchar un macho de urogallo (Couturier y Couturier, 
1980). A vista de los resultados y de la experiencia adquirida durante este trabajo, se podría 
plantear la hipótesis de que en realidad la distancia máxima a la que se puede detectar un 
urogallo sería inferior a 200 m, sería interesante poder testar esta hipótesis en futuros 
estudios.  
La ratio entre el número de machos detectados con los conteos al canto con respecto a los 
machos detectados a partir de los muestreos no invasivos y análisis genéticos, fue muy 
variable, y oscilo entre 0 - 1, con un valor global de 0,48 (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 
4.1). Se observó como en los cantaderos “pequeños”, de uno o dos machos, esta diferencia 
se incrementó y la tendencia a la subestimación de los conteos al canto es mayor en este tipo 
de cantaderos (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). De hecho, en los cantaderos en los que 
solo se contaron uno o dos machos (N= 12) se llegaron a genotipar hasta cinco machos, en 
cambio en los cantaderos en los que se contaron tres machos (N= 2) se genotiparon el mismo 
número de individuos (Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Este hecho es problemático, ya 
que la mayoría de los cantaderos de los Pirineos son “pequeños” (Robles et al. 2006). En 
próximos estudios será interesante determinar qué ocurre en los cantaderos más grandes en 




El muestreo no invasivo y análisis genéticos, solo permitió aproximarse al número real de 
machos de un cantadero. Para estimar el número real de machos presentes en un cantadero, 
se tendrá que aplicar a los datos obtenidos a partir de los muestreos no invasivos y análisis 
genéticos modelos de Captura-Recaptura (Mondol et al. 2009). En esta especie se usaron 
modelos específicos basados en estadística bayesiana para poder calcular el tamaño real de 
la población a partir de los datos de muestreos no invasivos y análisis genéticos (Augustine 
et al. 2019). Estos modelos permitieron obtener estimaciones más fiables del tamaño de las 
poblaciones, así como poder hacer predicciones de tasas de supervivencia (Augustine et al. 
2019). Sin embargo, estos modelos nunca se han usado a escala de cantadero, y su aplicación 
a los datos obtenidos en este estudio permitiría poder medir con más exactitud los sesgos 
asociados a los conteos al canto. Estos resultados serían útiles para afinar el modelo de 
estimación del número de machos de urogallo que se desarrolló para estimar el tamaño de 
la población de urogallos del Pirineo francés (Ménoni et al. 2014). Este modelo se basa en los 
resultados de los conteos de los machos al canto en los cantaderos para, aplicando el método 
de Markov Chain Monte Carlo (MCMC), extrapolar bianualmente el número de machos de 
urogallos del Pirineo francés (Ménoni et al. 2014). 
Los conteos al canto, es la metodología que se usa tradicionalmente en los Pirineos y en 
muchas otras zonas del área de distribución del urogallo, para realizar el monitoreo de sus 
poblaciones (ONC 1983; Catusse y Novoa 1983; Canut et al. 2006; Haysom 2013; Montadert 
2013; Abraham y Denny 2018; Abraham 2019). Sin embargo, a vista de los resultados 
obtenidos, queda claro que presenta limitaciones, solo permite detectar el 50 % de los 
individuos presentes en un cantadero, el número de individuos detectados puede variar de 
un día a otro y puede verse afectado por las perturbaciones de los observadores (Abraham 
2019; Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Además, estas limitaciones se incrementan en 
los cantaderos “pequeños”, que son los más representativos en los Pirineos (Robles et al. 
2006). La metodología de muestreos no invasivos y análisis genéticos permite solventar estas 
limitaciones. Además, ésta causa menos perturbaciones a la especie y el resultado no está 
influido por las mismas, ya que el muestreo de heces se puede realizar fuera de las horas de 
canto. También, permite identificar un mismo individuo de un año a otro y obtener 




supervivencia) (Mondol et al. 2009; Augustine et al. 2019; Abraham 2019; Aleix-Mata et al. 
2020a; Capítulo 4.1). Adicionalmente, ya que en este estudio se trabajó para reducir los 
costes, este método presenta unos costes similares al método tradicional (Aleix-Mata et al. 
2020a; Capítulo 4.1). Por lo tanto, los muestreos no invasivos y análisis genéticos son una 
buena alternativa a los conteos al canto para el monitoreo las poblaciones de urogallo en los 
Pirineos y en zonas de montaña en general.  
El genoma mitocondrial del urogallo 
Los aspectos ecológicos y biológicos del urogallo se han estudiado en muchas 
ocasiones (Jacob et al. 2010; Pérez et al. 2011; González et al. 2012; Pedersen et al. 2014; 
Kowalczyk et al. 2017; Salgado-Flores et al. 2019). Sin embargo, no son muchos los trabajos 
que permiten incrementar la información sobre el genoma de esta especie. En esta tesis se 
ensambló, describió y comparó, con el de otras especies próximas, el genoma mitocondrial 
del urogallo. Este está disponible en la base de datos de secuencias GeneBank, con el número 
de acceso: MG583885.  
El genoma mitocondrial del urogallo está compuesto por 13 genes codificantes a proteínas 
(PCGs), dos genes de ARN ribosomal (rRNAs), 22 genes de ARN transferente (tRNA) y una 
región control (D-loop) no codificante, y tiene una longitud de 16683 pb. Tanto su 
organización como su tamaño son comparables con las del genoma mitocondrial del gallo lira 
(Lyrurus tetrix) 16677 pb (Li et al. 2016). Así mismo ambos tienen un porcentaje de identidad 
del 94,70%, siendo los genes Atp8 y Nd6 los que presentan más diferencias entre estas dos 
especies, con un porcentaje de identidad del 92,12 y 92,66 %, respectivamente, y los genes 
Nd1 y COII los que presentan más similitudes con un 96,10 y un 96,05 % respectivamente 
(Aleix-Mata et al. 2019; Capítulo 4.2).   
La región control o D-loop es la parte más variable de los genomas mitocondriales, en este 
caso, el porcentaje de identidad es del 93,60 % y el tamaño es de 1141 pb y 1147 pb para el 
urogallo y el gallo lira respectivamente. En esta región se realizó un análisis muy exhaustivo 
en el que se identificaron y localizaron muchas secuencias conservadas, algunas de ellas por 




termination-associated sequences” (ETAS1 y ETAS2) y los bloques conservados (CSBs: 
conserved sequences blocks) 1 y 3, una secuencia parecía al CSB-1 (CSB1-LIKE), cinco “cajas” 
(Box-F, E, D, C y B) de secuencias muy conservadas. Además, también se identificó la “bird 
similarity box” (BS Box) una región muy bien conservada, que presenta secuencias idénticas 
en varios grupos de aves (Li et al. 2014, Buehler y Baker 2003; Ruokonen y Kvist 2002; Aleix-
Mata et al. 2019; Capítulo 4.2). Todas estas son secuencias muy conservadas que sufren 
pocas variaciones de una especie a otra, y por lo tanto, son dianas potenciales para poder 
diseñar cebadores para amplificar zonas concretas de la región control de estas especies o 
de muchas otras especies de aves.  
Los resultados de los arboles filogenéticos realizados con el genoma mitocondrial 
concuerdan con los de estudios realizados anteriormente sobre esta familia empleando 
diferentes aproximaciones (Shen et al. 2010; 2014; Wang et al. 2013; 2017; Hosner et al. 
2016; Persons et al. 2016; Ren et al. 2018). De hecho, el representante de la subfamilia 
Meleagridinae (Meleagris gallopavo) esta agrupado con los géneros de la subfamilia 
Tetraoninae (Tetrates, Tetrao, Lyrurus y Lagopus). Esto apoya el trabajo de Wan et al. (2013) 
que concluyen que el orden de las los Galliformes estaría formado por cinco familias en vez 
de siete siendo Meleagridae y Tetraonidae subfamilias de la familia Phasianidae.  
Este genoma mitocondrial es de las pocas secuencias disponibles en GeneBank de la 
subespecie endémica de los Pirineos, T. u. aquitanicus. De hecho, hasta la fecha, solo estaba 
disponible una secuencia de 1142 pb correspondientes a la región control del genoma 
mitocondrial de esta especie endémica de los Pirineos.  
5.3. Lagópodo alpino. 
Plot Sampling - Distance Sampling 
En el lagópodo alpino, se analizaron las dos metodologías más empleadas en los 
Pirineos y en los Alpes para estimar las densidades de población de esta especie, el muestreo 
por parcelas o Plot Sampling (PS) y el muestreo por distancias o Distance Sampling (DS). Se 




- 2017 con el método del Point-count (Marty y Mossoll-Torres 2012). Se calcularon las
densidades de población con los datos de estos conteos con la metodología del PS usando 
dos aproximaciones, definiendo las parcelas circulares muestreadas alrededor del 
observador con un radio de 250 m, PS250 (Marty y Mossoll-Torres 2012) o de 350 m, PS350 
(Aubri 2011). Se compararon las estimas de densidades obtenidas con esta metodología con 
las obtenidas empleando el método de DS (Buckland et al. 2001; Franceschi et al. 2014). 
Los resultados muestran que las estimas de las densidades obtenidas con el método de DS 
son entre un 30% y un 87% más elevadas que las obtenidas con PS250 y PS350 
respectivamente, siendo estas diferencias significativas. Además, los coeficientes de 
variación (CVs) asociados a las estimas de las densidades obtenidas por DS eran entre un 3,22 
y un 3,25 veces inferiores a los asociados a las estimas obtenidas por PS250 y PS350 
respectivamente.  
Estos resultados concuerdan con los descritos por Franceschi et al. (2014), quienes 
compararon ambas metodologías con datos de conteos simulados y obtuvieron con DS 
estimas poblacionales un 30 % superiores a las obtenidas con PS. Por otro lado, Aubry (2011) 
sugería que la metodología de PS350 con un radio de parcela de 350 m, puede subestimar 
las densidades de lagópodo alpino. De hecho, las estimas de densidades obtenidas con esta 
aproximación fueron un 43 % inferiores a las obtenidas con PS250. Esta diferencia es lógica 
ya que con PS se asume que dentro de la parcela se tiene un 100% de probabilidad de 
detectar un lagópodo alpino que canta, para calcular la densidad se divide el número de 
individuos detectados en la parcela por su superficie, y con PS350 la superficie muestreada 
es un 35 % superior a la muestreada con PS250. Sin embargo, la asunción de la metodología 
PS, de que la probabilidad de detectar un lagópodo alpino que canta dentro de las parcelas 
es del 100%, es errónea ya que esta probabilidad disminuye a medida que la distancia al 
observador aumenta (Franceschi et al. 2014; Aleix-Mata et al. 2020b; Capítulo 4.3). DS tiene 
en cuenta este hecho lo que explica en parte las diferencias entre las densidades obtenidas 
con ambos métodos. 
Los CV asociados a las densidades obtenidas con DS fueron más bajos que los asociados a las 




al. (2014), quienes obtuvieron unas estimaciones muchos más precisas, con DS que con PS. 
Además, la precisión de las densidades obtenidas con DS se incrementa a medida que el 
tamaño muestral aumenta (Buckland et al. 2001). De hecho, se ha comprobado que con DS 
a partir de unos 25 puntos de muestreo los CV son inferiores al 20 % (Aleix-Mata et al. 2020b; 
Capítulo 4.3). Estos resultados hacen que DS sea una metodología más fiable y replicable para 
estimar las densidades de población de una especie que PS.  
Sin embargo, para poder aplicar DS correctamente, hacen faltan un número elevado de 
observadores, 4 – 5 por cada km2 a muestrear (Franceschi et al. 2014) lo que equivale 
aproximadamente a uno cada 500 m (Marty y Mossoll-Torres 2012). Esto es comparable a 
los 235,70 m al radio efectivo de detección (EDR) que se obtuvo en nuestro trabajo (Aleix-
Mata et al. 2020b; Capítulo 4.3). El EDR es aquel para el que se estima que el número de 
individuos que no se detectan en el área delimitada por él es el mismo que el número de 
individuos que se detectarían fuera de esta área (Buckland et al. 2001). Este parámetro, junto 
con la distribución aleatoria de los observadores, son dos parámetros a tener en cuenta a la 
hora de diseñar los conteos, buscando un equilibrio entre la superficie a muestrear, y el 
número de observadores. El 20 % de los lagópodos alpinos detectados durante los Point-
counts se detectaron desde más de un punto de observación, detección múltiple. Estas 
detenciones múltiples son muy interesantes ya que permiten localizar con más exactitud a 
las aves e incrementan el número de datos (tamaño muestral) de un mismo conteo, y en 
consecuencia aumenta la precisión de la densidad poblacional estimada (Buckland et al. 
2001; Buckland 2006). Sin embargo, si en un muestreo se tienen muchas observaciones 
múltiples puede ser una señal de que los observadores están demasiado cerca los unos de 
los otros y no se está muestreando de forma eficiente.  
Otra ventaja de DS es que, contrariamente a PS, se consideran todas las observaciones. Así, 
con PS250 y PS350 se descartaron entre un 12 y un 6 % de las observaciones respectivamente 
ya que estaban fuera de rango (más allá de los radios de 250 o de 350 m) (Aleix-Mata et al. 
2020b; Capítulo 4.3). Los conteos de lagópodo alpino son muy difíciles tanto a nivel logístico 
como a nivel humano, se tiene que acampar en alta montaña, con nieve, con temperaturas 




Torres 2012; Pedersen et al. 2012). Por lo tanto, es importante rentabilizar al máximo los 
conteos, y conservar todas las observaciones realizadas, sobre todo si estas contribuyen a 
mejorar la presión de la estimación, como ocurre con DS. Además, si los conteos se han 
realizado correctamente y se han localizado los lagópodos alpinos detectados en un mapa se 
puede, tal y como se ha hecho para esta tesis, analizar conteos antiguos. Por lo tanto, DS es 
una metodología mucho más eficiente, adaptada a las zonas de montaña, y procura 
estimaciones más precisas que PS (Pérez et al. 2002; Corlati 2017; Franceschi et al. 2014; 
Aleix-Mata et al. 2020b; Capítulo 4.3).  
Distance Sampling - Muestreos no invasivos y análisis genéticos 
A día de hoy, no existe un método estándar para comparar los resultados de las 
estimaciones y explorar plenamente su exactitud en relación con los tamaños reales de las 
poblaciones de lagópodo alpino. Hemos realizado un estudio exploratorio para comparar en 
tres zonas las densidades estimadas con Distance Sampling a partir de conteos al canto desde 
puntos fijos (Point-count) (PC-DS) y mediante un muestreo no invasivo y análisis genéticos 
(NIS-GA) de heces (Capítulo 4.4). Estas zonas estaban localizadas, en Ariège y Andorra, dos 
zonas de los Pirineos, y en Isère, una zona de los Alpes franceses. En ellas, se realizaron 
conteos al canto desde puntos fijos (Point-count) y se recogieron en un radio de 250 m 
alrededor de los observadores las heces frescas de este tetraonido. Posteriormente se 
analizaron los resultados de los Point-counts con DS y se genotiparon y sexaron las heces 
mediante análisis genéticos.  
Los resultados que se obtuvieron fueron muy diferentes entre las zonas de los Pirineos y la 
de los Alpes. En los Pirineos (Ariège y Andorra) las densidades obtenidas mediante PC-DS 
eran más grandes que las obtenidas mediante NIS-GA, con unos coeficientes de variación 
(CVs) asociados muy elevados (> 50 %). Por el contrario, en los Alpes la densidad fue inferior 
con PC-DS que con NIS-GA y el CV asociado fue de 7,7 % (Capítulo 4.4). 
Los resultados obtenidos con PC-DS en los Pirineos deben interpretarse con precaución 
debido a los CVs tan elevados. De hecho, en estas zonas, a causa de limitaciones logísticas, 




ocurre entre el 10 y el 25 de mayo (Marty-Mossoll-Torres 2012), y es posible que esta sea la 
explicación al escaso número de individuos detectados. Los CVs asociados a las densidades 
obtenidas con PC-DS eran muy grandes > 50 % debido posiblemente a este pequeño tamaño 
muestral (Buckland et al. 2001; Capítulo 4.4). Por otro lado, en el área de Ariège las 
densidades obtenidas mediante NIS-GA eran bajas en comparación con las de las otras zonas 
de estudio. Esto es probablemente debido a que por la abundante vegetación no se pudieron 
localizar las heces en gran parte del área muestreada (Capítulo 4.4), y posiblemente en esta 
zona se subestimo el número de los efectivos con este método.  
En estudios donde se comparan los resultados obtenidos mediante muestreos no invasivos 
y análisis genéticos con los de conteos tradicionales (al canto, por batidas, etc.) se destaca 
que estos últimos tienden a subestimar los efectivos (Jacob et al. 2010; Lenter et al. 2018; 
Aleix-Mata et al. 2020a; Capítulo 4.1). Además, según Lenter et al. (2018) los resultados de 
los muestreos basados en la individualización de muestras no invasivas están mejor 
relacionados con las densidades poblacionales reales. En estudios a partir de poblaciones 
simuladas, las estimaciones realizadas con DS están mejor relacionadas con el tamaño real 
de las poblaciones (Franschesi et al. 2014). Corlatti et al. (2017) compararon diferentes 
métodos para estimar el tamaño real de una población de marmotas, entre ellos DS y 
modelos de captura marcaje recaptura (CMR) a partir de capturas directas de los individuos. 
En su estudio, durante las campañas de capturas, capturaron 39 marmotas diferentes, y con 
DS estimaron que había 24 individuos, resultando un 40 % inferior al número de individuos 
capturados. El presente estudio, es el primer trabajo en el que se comparan los resultados 
obtenidos con DS con los obtenidos a partir de un NIS-GA, pero los resultados de Corlatti et 
al. (2017) podrán ayudar a explicar que en la Isère las densidades que se obtienen con PC-DS 
son un 20 % inferiores a las obtenidas con NIS-GA. 
Sin embargo, este estudio exploratorio ha permitido poner de manifiesto algunos aspectos 
importantes que se pueden mejorar. Así, se tendría que desarrollar un trabajo más 
contundente para poder comparar estos dos métodos de estimación (PC-DS y NIS-GA) de 
forma más precisa. Se debería incrementar el trabajo de campo, para obtener datos y 




resultados obtenidos. Para ello, de acuerdo con las sugerencias de Mondol et al. (2009) y 
Corlatti et al. (2017) y a la experiencia adquirida en esta tesis nos proponemos: 
a) para mejorar las estimaciones realizadas mediante PC-DS, y reducir los CVs asociados a las
densidades poblacionales estimadas, 
- repetir los muestreos durante el pico de actividad del canto del lagópodo alpino,
- seleccionar zonas con densidades más altas de lagópodos alpinos para tener un tamaño
muestral más grande (observaciones)
b) para mejorar las estimaciones realizadas con NIS-GA, y obtener resultados más fiables,
- seleccionar zonas de muestreo en las que la vegetación no dificulte la recogida de heces
- repetir los muestreos no invasivos tres veces en cada zona para poder aplicar a los datos
modelos de Captura-Recaptura
Estos cambios en la metodología permitirán poder obtener resultados más fiables con ambas 
metodologías y poder comparar las estimas de las densidades poblacionales que se obtiene 
con cada una de ellas de forma más contrastada. 
Proporción de los sexos 
El lagópodo alpino, a diferencia del urogallo, no establece cantaderos y en primavera 
los individuos se reparten en territorios de reproducción distribuidos de forma uniforme en 
las laderas de las montañas (Wiley 1974; Martin et al. 1995; Caizergue et al. 2003; Storch 
2007). Con los resultados obtenidos de los muestreos no invasivos y análisis genéticos se 
estimó la proporción de los sexos de esta especie de manera no invasiva. Y los resultados se 
compararon con la proporción de los sexos que se calculó a partir de los datos de los 
individuos cazados en Isère y en Ariège (Alpes y Pirineos franceses).  
Los resultados que se obtuvieron en el estudio no invasivo indicaron que la proporción de los 
sexos de los adultos, o “aldult sex ratio” (ASR), de lagópodo alpino es equilibrada (1:1) en 




cazados la proporción de los sexos de los adultos estaba fuertemente sesgada a favor de los 
machos, mientras que en los juveniles (< un año) la proporción era más equilibrada (Aleix-
Mata et al. 2020c; Capítulo 4.5).  
Diversos autores apuntan que, en esta especie, una desproporción de los sexos a favor de los 
machos está relacionada con un cambio, generalmente negativo, en la tendencia poblacional 
(Watson et al. 1998; Watson y Moss 2008; Fedy y Martin 2011). De forma más general, se ha 
descrito una correlación entre el grado de amenaza de las especies y el sesgo hacia el número 
de machos en la proporción de los sexos, siendo las especies más amenazadas las que 
presentan mayores desproporciones de los sexos (Morales et al. 2005; Donald 2007). En 
zonas cercanas a las zonas de estudio, se ha pronosticado un fuerte declive de las poblaciones 
de lagópodo alpino (Novoa et al. 2011). Sin embargo, es de destacar que en el estudio no 
invasivo realizado, la proporción de los sexos es equilibrada y además en Andorra es estable 
durante los tres años del mismo. Por lo tanto, dado que el ASR obtenido es equilibrado, no 
se pone en evidencia ningún indicio de declive poblacional en las zonas estudiadas con este 
parámetro.  
La proporción de los sexos basada en el análisis de los individuos cazados mostró valores muy 
diferentes en adultos y en juveniles. De hecho, este parámetro estaba seguramente sesgado 
en los adultos debido al comportamiento de los machos, que tienen una función de vigilancia 
y distraen a los depredadores para alejarlos de sus nidadas (Favaron et al. 2006), lo que hace 
que estén más expuestos durante la caza. En los juveniles se observó que este parámetro era 
más equilibrado, coincidiendo con lo descrito previamente en otras zonas (Suzuki et al. 2013). 
Los resultados obtenidos, ponen de manifiesto que el análisis de las estadísticas de caza no 
es un método adecuado para estimar la proporción de los sexos de una especie, ya que puede 
estar sesgado por diversos factores intrínsecos o extrínsecos (Lambin et al. 1999; Donald 
2007; Aleix-Mata et al. 2020c; Capítulo 4.5). 
Sin embargo, si la estrategia de muestreo es adecuada a las características biológicas de la 
especie estudiada, los parámetros estimados por muestreo no invasivo y análisis genéticos 
suelen estar menos sesgados y ajustarse mejor a los parámetros reales, como se ha indicado 




nuestro trabajo, el muestreo no invasivo se ha diseñado para eliminar los sesgos debidos al 
observador, y en los protocolos de laboratorio (sexado y genotipado) se han establecido 
controles para detectar y eliminar los falsos alelos y “allele drop-out” que pueden generar 
errores y sobreestimar el número de individuos de un área (Navidi et al. 1992; Creel et al. 
2003). También, para evitar sesgos, hemos preferido trabajar con heces y no con plumas, a 
diferencia de lo que se ha hecho en otros estudios basados en el genotipado de muestras no 
invasivas (Costanzi y Steifetten 2019). De hecho, trabajar con plumas podría haber generado 
sesgo en la estimación de la ASR dado que en primavera los machos y las hembras de 
lagópodo alpino tienen un patrón de muda diferente (Pyle 2007).  
Como conclusión podemos afirmar que, para el monitoreo de ambas especies, los NIS-GA 
tienen muchas ventajas, no causan (o causan menos) perturbaciones, permiten identificar 
un mismo individuo de un año a otro, obtener información relativa a aspectos demográficos 
(ASR, tasas de supervivencia, etc.), los datos obtenidos son más fiables y ajustados y tienen 
un coste asequible (Mondol et al. 2009; Augustine et al. 2019; Aleix-Mata et al. 2020a; 2020c; 










1. Los protocolos desarrollados para la extracción de ADN de las muestras de heces y el
sexado y el genotipado a partir de microsatélites permiten obtener resultados muy
fiables, con unos costes asequibles, para la realización de estudios de estimación del
tamaño poblacional y del ASR.
2. En el urogallo, los muestreos no invasivos y análisis genéticos (NIS-GA), permiten
detectar más machos en los cantaderos que los recuentos de cantos tradicionales.
Además, los NIS-GA causan menos perturbaciones a la especie y permiten obtener
información del mismo individuo durante varios años.
3. El genoma mitocondrial del urogallo es similar, tanto en organización como en tamaño,
a los genomas mitocondriales descritos en otras especies de galliformes. Los análisis
filogenéticos realizados confirman la filogenia establecida para este orden de aves.
4. Distance Sampling es un método adecuado para estimar las densidades de lagópodo
alpino a partir de conteos desde puntos fijos, ya que proporciona estimas más precisas
que el método de Plot Sampling.
5. La proporción de los sexos de los adultos (ASR) del lagópodo alpino es equilibrado en
primavera. Los muestreos no-invasivos y análisis genéticos es una metodología
adecuada para estimar este parámetro, ya que el análisis de los datos de caza
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